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ProdIlksi Antlbodi Menoklond Bsrb.sfs Protein Mhesi MyeobWui. t u ~ l w b  
dan Rmeptomya Untak Bnhan Deteksi Did Penyakit T ~ l ~ e r M o s i ~  (9%) 
Peayakit tuberkulosis rnesih menpakm madah kesehatan yang Mama dan Iadonesia 
menrprrkan penywnbmg kanw Tubedrulmh (TB) tOrtresar ketiga sete.lah didunia setelah 
Cina dan fndia. InWd yaog diwbabkan paparaa ba&& Myco-m mkkdosis (M. 
~ u l o s i s )  diperkimktw kurang lebih s e h  5 dnggu, sehingga ~~B trsberkulosia 
yang umumnya bedasaha gejaltt kliais dm g e d ~  nxlb10gis digertai kodirmm-i 
dengan pen- h a m  dan pem- spvhpn mengakibatkan rdanya lcehmbg 
sensitifan pemerikslurn hapuma sputum dan Mnu: Lanuglya papar811 M. Tubetculosis 
merupakan kesulitnu tamdiri daEam mndkgnwa tabehdosis pesu, seliingga &perinkan 
pem* imunodiagnosis y a q  mudah dilce&dcsin, murah mhlk &pat ~nwdiapposa 
mberkulosis p m .  Tujw penelitinn ini upltuk. memhptb protein adhesin M. r~rbereuIosi3 
pili (MTp) wtuk m~mproduksi antibedi monoklod guns deteksi dini tuberculass secara 
cepat dan akwat pada pendeaita tuberkulmis. 
Pada penelitkt id dil&ukan metode penelitian meliputi identifhsi dan kmkterisasi 
mlekul protein adhesi, ele~foreais protein, elektm01usi protein adhwi, uji 
haemagluthh, serfa pembuat%a antibodi I I P O I U I ~ ~ O ~  b a b s i s  protein adhesi meuui 
Itultur sel ~e loma,  fusi dengan sel b deri qleen mencit ymg tel& dihImisasi oleh protein 
adhesin pili pembawa antibaBi, pruduks'~ antihdi m m o k l d  dan dan karakterd 
genotipenya, pmduk4i masstrl adbodi melalvi &, p p a m i  lebih lanjut sehingga 
mendapatkan karakter yang twkur baik mekdui uji respon bunogenitw antibodi 
monoklond anti plotein adhesi bgim tekaik dot Wetting dm w@sta~~  blottiq maupm 
pemeriksaan respon antibodi dengan waning mikroskop eMmn ( S W .  
Pa& penelitian ini blah diha~ilkan kwakter ptot& adhesin pili selain berat lnolakul 
63,3 kDa M hcbemIosis yakni juga bwat mIekul38 kD& dan 17 kDa Protein ini setelah 
diuji menyrakan protein adhe& yang m m p  - 1 h i  &Weit baEk mansit B a M  
juga eritrisit dari dwah manuda ydmi A, AB, B den O dun bedkt bs8tt@uthh, alcaa 
tetapi konmatmsi yang d h d k a n  bmhda-beda teqmtmg dari pesgemaemm 
- 
.- 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
haemaglUinbya. Pay&ian lebib lanjut ditetapkan hnlwn eatibodi monoklonal dlbuat dari 
protein adhesib pill M trrba!rcuiosis denm BM 38 kDa 
Pmelitian ini juga telah memproduksi entibodl monokeonal yang berbasis protein 
adhesin Mtuberculo~is melalui eksp1orasi molekula kultw sel hibridorna yang difi.wh 
dengan sel b dari me& BaWc. Antibodi poliklonnl yang dhsikaa dari berat molekd 38 
kDa blah mmunjukkm hasid titer posietif dengan pemerhasn WSA, dimaaa protein 
adhesi ini akan dikembrtnghn lebih larqjut mtuk pduksi massaP d b o d i  monoklonal 
untuk pengembangan behan diagaostik did penyakit tybmkwlosis. Hasil ekqlorasi mtibodi 
momklond yang d h s d b n  . . dwi berat moleku! 38 lcDs OelA m e n g b i b i  rwpon antibodi 
dari sel hibridoma yag% ~~ melalwi fusi sel hibridmm, dm rrapan mtibodi id klah 
diuji resyonnya dengan pemeriksaea dot blottbg ~ & & p  sempel sputum pedkta 
tuberculosis dan jujy sel eritrosit mencit ymg diind* dengan M ~ r e u l o s i s .  M b o d i  
monoklod yang &hadcan . . malam penelititan ini adalah d b o d i  monoklod drrri protein 
adhesin Tb 38 Mia, ycmg dihadlian melalui pmm - hihidoma dan rekomb'i 
RNA antibodi. 
P& penelitian akhir tekh dikembmgka prodvksi dM mekalui teknik 
rekombim RNA, dm dihgsilkan antibodi monoklonal adhesin 38 kDa melalui 
rehornbinan RNA mtiM. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
The ProducHon of Monoclonrl Antibody heed on Adhedon Protein of 
Mycobac@rium t-b and LQ Receptor for Early Deteption Mateeid of 
Tubcrcal& (TB) 
Tubewdosis siil.1 be main health problem Md I n d m i a  is case wntn'bufor of 
Tuberculosis (TB) the biggest thifd in the w d d  after Chinese and India Infections caused 
by exposm to bacteria &cobacterim tuberculosis (M tuberculosis) ia wthnated for 
about 5 weela, so the diagnosis of tuberculosis is &ly bawd on clinical symptom aud 
radiologicd images 8~~0rnpenied by confirmation by mew examhion and sputum 
examination results in less sensitive examination of sputum mear and cultme. She 
duration of exposure to M. Tuberculosis is a s q m t e  diffirmlty in diagnosing pulmonary 
tuberculosis, so that the necessaFy checks done irnunodiagnosis an easy, inexpensive to be 
able to diagnose pulmonary tubercdosis. The purpose of this rasearch is to get protein 
adhesin M. tuberculosis pili (MTP) to p ~ d u c e  monoclonal antibodies for early detection of 
tubmulosjr in a rapid and accurate in patients with tuberculosis. 
Remmh methods inoludb &e identification a d  c h w t M o n  of adhesion 
molecule protein, protein electrophoresis, Elwmelution adhesion proteins, hemaglutinin 
test, and produce monoclonal antibody-bad adhesion proteins though a culture of 
myeloma cells, W o n  wish b cells h m  spfeea of mice that hava been i m m a  by a 
protein adhesin pili &er antibody, mnaclond moibdy ptodu0tic.m and c h w b r i d o n  
of genotype, the the production of antibadh by mice, fUithar prepadon so that the gain 
c ~ c s  m e d  through response test imrnrpaogedoity of monoolonal antibodies 
anti-dhlesion pro&& by us@ dot blotting and westem blotting as well as examination of 
antibody response with the miming elecfion microecope (SEM). From this monoclonal 
antibodies are then oatried out the mem&&m of recombinant antibody 
In this research, It has been yielded protub cbrnctw of piti protein adhesion 
moleoule weight 63,3 kDa hi ~ . b d o s i s ,  also plrosain with m d d e  w$gh 38 kDa & 
17 kDa Tbis protein after tested is adhesion -in capable to agglutinate eqthcyte  and 
haves the character of haem@- This march Ozas produced monoclonal antibody 
based on dhesiok protein of M tu&eraIosls through molec111ar exploration af hybridoma 
cell cdm fused with b cell, which will be done M m o r e  to get monoclonal antibody 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
specifity and its genetic character. Monoclonal antibodies generated in this study is a 
monoclonal antibody Tb adhesin 38 kDa produced by hybsidoma antibody production and 
recombinant RNA. 
At the ad of  the mdg, it hu dsocrlapod the mdmtioil of mtibodim through 
recombinant RNA techniques and produced &kn monoclonal antibodies 38 kDa through 
RtjA-@ombinant adtibody. 
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BAB I 
PlGNDAaLnUAN 
1.1 Latar Bsldca~g 
Tuberkulosis (TB) mpakau penyebab penyakit Mksius utama di dunia (Allen 
dan McMunay, 2003) den TB klntmmya di Inhneaia, metllpakan masafatm utama 
kesehatan masyerakat. hmlah pasien TE di Indonesia merupakan ke-3 terbyak di dunia 
setelah I d a  dan Cine dengan j d &  p i e n  sekitar 10°? dati total jwnlah pasien TB 
didunia. DiperkiFakan pada tahun 2004, eeibp tahun ada 539.000 &arms bam dan kematian 
101.00 orang.1nsidensi kasus TB BTA positif sekitar 110 per 100.000 pendud& 
(Aditam, 2006) 
Pmneriksaan sputum luugs~eg Bakteri Tahau Asam (BTA) mempunyai spesifitas 
yang baik m u n  mempunyai keterbatasan yaih b y a  mendiagnosis TB yang relatif 
sudah lanj~t serta sedtivitas yang bervariasi, seknlipun dinhug tiga kali.Peqecatan 
Tahan Asam Wteri dalam sputum rnudah dan relatif cepat untuk deteksi aktif 
tuberculosis bila jumM bakteri dalm sputum lebii dari lo4 bakdml (Mward 2000). 
Diagnosis awd infcksi Mtuberculosfs scriry! didasarkan data klinis, tetapi untuk 
menegakkm diagnosa deiinitif diperlukan isolasi dan fdentifhsi M.tuberculosis 
dilabaratorium, Kcrte- Mtur ini mSm~~l&an waktu yang lama dan tidak pada 
semua penderita bisa didapstkan hwil yang positif, mak.a jelmlah &peridtan suatu sasltlla 
diagnostik untuk mendeteksi TB aktif tmtama h ~ a r a  b kembang (Nugraha 2007). 
Us& rnsngmbuagkaa tes diagnoetik bcrdamkan makoi mtigen antibodi blah 
dirnulai sejak bebarap dekade lalu, nannm Whys belum m e n g g a m b i i .  Sdah aatu 
penyebah yaitu bakteri ini memgeksprasb bedxgd macam d g e n  yang berbeda-beda 
pada berbagai stadium penyakit yang berbeda. Jadi ~ a g n o s i e  TE h a m  Wfokus 
pada fdentifiWi anrigen yang diekspresikan eecsra invivo skat pnyakitnya menjadi 
manifes dan pada aaat yaplg sama antigen hi dikenal oleh si- imun.ld&y(~ tes 
serologi &pat mendiagnosis berbagai tipe dari paden TB, misabya TI3 &ngan BTA 
positif atau BTA negatif. Untuk keperlluan hi tea diagnostik dapat menggunakan antigen 
yang spesif* mau~un epitop ymg spesifik ik autigen m g  bereaksi silang dmgan 
Mtuberculosis. 
Sanyak antigen drui Mycolwterial telah diidantifUmsi seperti protein 16 @a, 24 
kDa, 38 kDa, ESAT-6, namun sensitivitnmya bang. Protein 38 kDa merupah 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
immdominan lipoprotein antigen yang merqdm komponen 5 dari antigen dengsn 
atinitas chraaafografi ysag hanya spesittk uneulr Mywbaterium tubermlosis -compleks. 
Berdasarkan latar belakaag tersebut mka tim peneliti berusaha 
mengembangkan atat diaponia dini yang copat den &wet b o b i n  prutoin adhsd dari 
bakteri M. tuberc11Ioais mtuk penderita TB. Penelytiaa ini talah meaphasilkm protoin 
adhesin tlt.beroulosis (MTp) dengm berat m o l M  17 kD9 dan 38 kD4 dwu i d  akan 
dilakukan pengujian lebih Wut untulr pengem- stratagi diagnostik dsngm umha 
mengembangkm antigen yang s e d  digunakan unhrk daerah-daerah di Indonesia. 
1.2 Ptn(ingnya Akru KeuWmadU~eaui PeaelWwn 
~uberkulosis (TB) merupakan rrmsalah utama kmehatan maqwabt Jumlah pssiep 
'SB di Indonesia merupakan ke-3 terbalnyak di dunia setelah Wi dan C b  den@ jumlah 
pasiesl sekitar 10% dari total j d a h  pasien TB didunia. DipeFkirakan pada tahm 2004, 
setiap tahm ada 539.000 kasus bani dm kendan 1011.000 o r m g J n s ' i i  kasus TB BTA 
positif &tar 1 10 per 100.000 pendudulr (Aditam, 2006). 
Pmerhnan sputum lagsung Weri Tahan Asrua (BTA) mempunyai spesifitas 
yang baik nmun mempunyai keterbatasan yaitu hanya mendiagnosis 'SB yang reletif 
sudah lanjut serta d t i v i t a s  yang k a r i a s i ,  seldipun diulang tiga kdi.Pengec8tan 
Tahan Asm Bakteri dalam spnmm mud& dan relatff oqxt  untuk detebi &if 
tuberculosis b:la j d a h  b&ri &run sputum lebih dari lO%alctcri I d  (Edward 201000). 
Diagnosis awal infeksi M.tubercrrlosis sering didasarb data kliniP, tetapi uaMt 
menegakkan diagnosa definitif diperltbn isolasi dm identiM M.#uberculo& 
dilabomtorium. Kotcrbatasm kultur ini memerlukan walrm yang lama dm tid& pula 
semua pendaita bisa didapahn hasil yang posftif, maka jelaahh diperlwkan swtu airam 
diagnostik untuk mendeteksi TB aktif tcrwsma dinegara berkembang (Nugraha 2007) 
Ber- data tersebut sebgg~t dipptldm pemeriksasm h u n d a e n o s i s  
yang dikerjakan, m d  sffta mem6erikao i n f d  yang &pet mtuk diagnosis 
htberlrulosis paru khususnya U& ~~ tes dinguostik bedasarkan reaksi 
antigen antibodi telah dimdai sejak bbsaapa dekade lalu, natnun hrusilnya belum 
m e n g a e m b i i .  Salah satu penyebsb yaitu bakteri id meqpIrspresikm be&agai 
surcann entigal yang tlmbda-beda pada berbqai &dium peny&t rang berbeda Jadi 
serodiagnosis TB hanu berfdrus pada Zcht i iBasi  d g t m  yang diekqmsikan 
invivo seat peayakitaya menjadi man* dan pada saat yeng sarna antigen ini d i k e d  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
oleh sistem imun. Idealnya tes serologi dapat mendlagnosis b e r b w  tipe dari pasien TB, 
misalnya TB dengan BTA positif amu BTA negatif. Un& keperlluan hi tes dingno& 
dapa! menggunakan antigen yang spesifik maupun epitop ymg spesifik dari antigen yarg 
berealmi silang d e i g a  Mtubercufosis. 
Banyak antigen dnri Mymbaoterial Wlah a i d e n t i h i  W semimumi maupm 
mumi den imunodomiaant yang digunakan sebapi komersial kit misalnya Antigen 
protein 16- 24 kDa, ESAT-6, mun sensitivitasnya kurang. Protein 38 kDe 
rnerupakan imuuodominan lipoprotein m e e n  yang merupakan komponen 5 dari antigen 
dengan afinitas kromatografi yang hanya spesifik wtuk M. tuberculosis -compleks 
(Semi, 2007) 
Pengembangan pengetahuan mengenai mekaaisme patogenesis menjadi dasar 
pengembamgan strategi diagnostik dengan mengetahui reaksi antigen antibodi 
diharapkan usaha mengembangkan d g e n  yaug sesuai digwakan di Indonesia. 
SebePumnya kami telah mmgiisolasi pmteh dari &jwobacteril~~~ tuberculosis H37 Rv 
yang cfikdtur pada Middlebrook THlO d i d a p a h  Bemt molekul63,3 kDa den blum 
dietahui protein tersebut mentpakan protein adhed dm mem- respon tshadap 
antibodi khususnya Ig A pada spuhan dan IgG pada serum penderita TB baik pada 
BTA positif atau newtif. Oleh e h y a  eangathh penting un@k rnenemukRn bahan 
untuk tool diagnostik TB s&@ tool yeng sewfa cepnt dan mu&h digudw lmhlL 
penderita TB.Bcbrrapa penelith membulctikm bgbwa m01ekd nseptar dan molekul 
adhesin berperan dalam spesifitas perlekatan bakteri pada sel atau jaringan hart. Hasil 
penelitian tawbut dbtmmya adalah: 
1. Balaeti dapat berhtan dengan reseptor atau analog dari feseptor yang cfiisolasi. 
2. Adhesin etau d a g  dengen a&& yang telah diiilasi akan berikatan dengan 
permukaan sel eukmyota. 
3. Perlekatan Wtai peda pam!ukaau sd el oolek Moldrul adhesi atau msqtor 
yang telah diisolasi, Andog dari adbin  abu reaeptor, l3dm dan bahan kimia yang 
merusak adhesin atau reseptor, Mbodi spesifil; psda kompmm p e n n h  s e p d  
adhesin atau re- (Todar 2002). 
Pslekatam bakfeti terhadap sel inang menapakan tahap awal pent@ uaarL 
terjadinya infeksi. Ada empat tahrtp dari tuberkulosia paru ykitu : &hip pertama, dirnulai 
dengan nursuknya baLteri tu-i. Makdag alveoli akan menid .  ciaa mencema 
bakteri tuberculosis. Bada tahap ini prrusakan mikabaktde turgantung pada W t a s  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
mikrobisidal intrinsik dari sel fagosit h a g  dan &tor vide& nikobaMeria. Tairap 
kdua, M i k o W a  yang 1010s dari destruksi iritmduler awal akan berkembang dm 
mengakibarkan rusaicuya makrofag. K e t ' i  hal id tejadi monosid darah dan sel sel 
~~anslalndltarik~csparuwtarlafbkel.MdtdrPMj~puuini 
bcrubah menjadi &fag rang mencerma mikobakteria tmsebut tetapi tidak 
men-karmya, PIsda t a w  hi tedadi pemunbahan mikobakteria secara logaribnic 
dan malwfog berklvapul didrPerah tersebut dan mulai wadi k- jarlngan walaupun 
sedildt. Tahp ketiga, Dm hrassmpai tiga &ggu setel& Seksi, saP T yang temddaasi 
yaitu sel Wos i t  T d- antigm spesifik berproliferasi d a b  lesi membentuk tuberkel 
dm kemudian mengakW h f a g  uriSuk membrmuh m i k o W a  intraselder. Pada 
rahap ini pemmbuhan rnikobacteria a h  tedmti. Tehap keempat : Central solid necrosis 
pada lesi-lesi primer dan m a ~ s i s  h i  rnenghatnbat w t m h a n  ekstmeluler, set3ingga 
dapat tdadi infeksi yang ~~ atau dormant. Penyakit ini dapae berjalan tenw dan 
penyebearan secara hematogen dapat tejadf ddam beberapa bulan sampai beberap tahm 
setelab infelisi pimer. Focus caseous fiqtdd memberikan kondisi yang sangat baik u n a  
pemmbuhan mikobmtecia ekstraselder. Pmbenlukan kavitas dapat menyebabkan niptur 
dekat broakus gang menyebabkan p e n y e w  b a b i  melelui saluran &as. Adrrnya kultur 
monolayer chi jaringan manusia, dapat digudan un@ mengestimsi berbagai pedakuan 
dan relerasi deagaa penyakit yang ditimbubn (E;llit, 2000). 
Penyakit ideksi yang rmmpahn bagian bakted yang bedfbt patogen ekan 
mengakh'asi reseptor (toll-& reseptor) pa& monosit, maorophage, sel hospw yang 
kemudian 4 h t i  pengeluamu berbagai mabtor 8an f a b r  jafiplsan. Senyawa antipatogen 
adalah senyaw pang baru baru ini dicari para peneliti yang dapat melmpuhkm 
patogenitas tanpa membunuh patogen, Infornard dari genelittan hi dapat &an untuk 
pengembaugam penelhian a p W  sehhgga diha.4lh @uk - prod& baru yang 
barnanfaat puda pengembangan i m d m  dan humtentpi. 
Untuk rnaksud ini dilak.clkan peneEitian mtuk membuat antibodi momklonal 
berbasis pratein adhesl ban meptornya dari Mhtbercrrlosis pada maousia dengan tabpan 
penalitkin : 
Isolasi dm i d e n t i M  balderi M. tuberctllosis dari speahen peadedta, hlasi protein 
adhesin M iukrcuIwis dilaajuthn elekhofomn SDS-FAOE. ICaraklorisssi protein 
adhesin videas M mbercrJosis (ma), kul* sel macrofag peddta tuberculosis dam 
iwlasi protein reseptor dilanjutlran e l e h o f o r e ~ ~  SDS-PAGE. Untuk ~Ianjutnya 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
K d r i s a s i  protein reseptor (kDa) rnakrofag dan protein adhesi diperoleh untuk membuat 
d b o d i  monoklonal. Kemudiaa dilakukan pmduksi dan Wsis d b o d i  monoklonal 
untuk mendeteksi pendedta tuberkdosis mWt menckpatkan respon imunogenitasnya, 
reakstifitas dan speaifitamya dengan menggunakan teknik, western bbtting dm dot 
blotting terhadap serum dan sputum pendhta TB. W i y a  dihmtifikasi dengan 
mengeunakan program komputer untuk mendapnh data u)i serologis temadap &ant 
antibodi Mtuherculosb ymg ditemukan. Pengembangan p l i t i m  selaqiutnya dilakukan 
dengan meiakukau isolasi jpn mtibodi monoldonal den mebkulm tnmafoFmasi gen daa 
memptoduksimya serrara massal yaag dilmjutkan dengan pengujian feqon dengm feknik 
sounham hibridisasi. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.1 State of the Art bidang ynng d i W  
Kegiatan ini rncmpakan penelttian molekuler yang meneliti fakor virulensi baktai 
yaitu pili M tuberculosis perannya sew f a k b ~  virulemi, dap  sitotoksii tsshadap 
host/'ig, proem tarjadhya Lsfeksi bakteri hingga menemukan bahan yang e E W  dan 
potend atav immogenik yang merupakan adjuvant den' b a W  yang bemm3iasi d~ngan 
antibodi ymq dibilkaa yang berguna untuk i m m u n o ~ i  dan imdagnos i s  
tuberculosis, meskipun sampai saat ini sudah di2w~nb vaka'i bbemdosis yahi BCG dan 
kit d iag~s t i k  seperti Paubzyme mmm kebmdaan v W i  dm Panthoyme ini t e sWp 
bakteri belum optimal digrmalaa. BerZaadaskan IEajian degar m a n g d  faktor vidensi 
bakteri tersebut, & akan diteliti 41 unit protein adhesi ymg paling berperen dc&n 
proses patogenesis M tuberculosis sew da@ ditemukm mtiM monokIonal M. 
twberculmi$ pada pcnderita TI3 yang dspat n ~ u p b i l  suatu djuvmt yang bemilfat 
protektif Plntuk imcnunotempi tuberculosis dimasa mendatang dm hnunodiagnosis. 
2.2 PeneUOiPa PentlaMhwm p g  tern dll.lrakn 
Penelitisu sebelumnya blah dilakukan o l d  tim penelid di lWultas ~o~ 
URiLnaw (2008) yang telah menemukaa bobos molekul protein d4 tuberculosis 63 kDa 
Sebagai pro* adhe~i yane d i b s i k ~  &ah baktd M.hcberculosis H37Rv, d i m  secrrra 
lebih mendalam peran protein tersebut belum &ji gpakah &ah bakteri tedmt 
rnempnyai p d  adhesin yaug idendk detlgan kemempua4 meagaglntinflsl aitrosit. 
Infeksi sebagian b&ed patogen W u i  rnemgaktiwsi rn-0 (toll-like receptor) pads 
monosit, m m u p ~ ,  dtm eel epitel dan sel endotel yang diikuti pmgelumm h b s @  
mediator dan faktor jaringan. Adanp nspon seluler tdadap material brtktni M. 
ruberculosis akan m m m  dgseF suaw bentuk model diiana sel mmpakan target 
untuk tempi dan diagnosis yang difbhskan pa& hfemksi antam b&eri dan sel inang 
pada saat proses per1ekatan (Aird, 2003). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
23 Pustaka Pendukung 
1 KaraMeristik M. tubarcdtwis 
Kunurn penyebab tubarkuiosis ini berbentuk batang ramping lurus atau sedikit 
h & o k  dengan kedw ujuagnya rnembulat Koloninya kering dmgan p e w k  
berbentuk bmga lrol dan berwamn lnmfnB tu~~btih seam lambat walalyrun dalam koadisi 
optimal. Diketahd bahwa pH optimal wntuk perhnabubmp addah 6,s - 8,O. Untuk 
memeliholra vhdensinya haw diprtahdm kondisi pexftmbuhan pada pH 6,8* 
sedangkan untGllr metangsttug p e v r t u m b b y ~  dibutwhkan karbun dido'tda h g m  keder 
3% - 10%. Ummnya koloni baru m p a k  setelab kulhv berumm 14 - 28 heri tetapi 
bias- ham ditunggu sarspoli bemunut 8 minggu (Sandjaya, 1992). 
~dbernJosis  memproduksi katala90, -pi ia akan bedimti mempmduksi Vila 
dipanaskan pada suhu 6S°C stlama 20 menit &lam lWat. M M o s i s  yang, resistMl 
terb* obat anti tpberkulosis IIW tidak memproduksi kafalase. Uji b i o W a  yang s&g 
digMakan uniukmem* M . t u M o s i s  dengaa spdes lain ad& uji niusin dm 
nitrat. M.tubercdosis membrrikan hasii uji niasin positif mta ia jqga menduksi nitnit 
2.3.2. StnrMnr Anfigen M. tubrrcrJas& 
Antigen adalah behan yang &pat IB- respn imun atau baban yang &pat 
bereaksi dengm antibodi pug sudah ada Imuaogemitas suatu substami ditentukm aleh 
beberapa -or p n h g  yaZal: (1) Molekul substansi hanap hemhmm ouhp b t w  
walawpun bulelum dike&&& batw uhvan mdekul yang meamtukaa imuwgenitas. Mokkul 
- molded kecii a e p d  asam arnino atau mo- murrmya lmrang atau tidak 
irnmogenik; (2) Susunaa moleltul hmw komplaks. M h  lmmpbks susunan m o l W y a  
makin tinggi imuaogmitas substmsi basanghtanz (3) Substansi ham bersiikt asin8 
(Abbes, 2003). 
Beberap bagian tetgntu dari 4 kuman bersifat mtigenik. Nisaloya dinding sel 
yang Eeivliri dari poliiPakarida, protein dm polipptida. D&an pula den@ lapitan 
sitoplasma yang terdiri dari protein juga W i t  anti& Beberapa bahan yang bemifat 
entigenik tadi ada yang h i f a t  s p d l k  @es, ;tetsPi lairmygl Wfat sebagai camman 
antipen (Besra, 1997). 
Mcouruf SeiW sol bakteri M . ~ c x s i s  dari 5 Wisi, mssing - masing 4 h k s i  
protein A,B,C,D ae-rta Wi polldacida, dimma ftsksi protein -but rnmgandung 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
bahan - bahan y w  bersifat antigen&. Sedengksn fmhi polisacharida terdiri dad 2 fcaksi 
polisehicla I dan I1 y a ~ g  juga dapat hi& dgenik (Brow 2005). 
Protein antigenik dapat bersifat sew somatic protein atau secreted protein. 
Antigen somatic protein ssperti 12- 14 kD4 IQkDa, 38kP)a, 52kDa,dan 65 ma.  
Antigm secreted protein seperti ESAT-6 dan CFU-10 ( Senoi, 2007) 
2.3.3. Patagenab Inf*i IM tuben?uCbsZr 
Bakteri M &betnJosis masuk kedalam paru melalui s a l w  permfasm deng~tl 
W a s i  droplet / tetes dahak yang benbmn kecil 1 - 2 pn untuk dapat mencad s a l m  
nafas bawah. Sel - eel epitsl bronohw Balm n&a d e t c n  terhadap infeksi 
M.fubercuIosis, te$rpi Myoobactmb yang d d e n  bersifat sitdoksik unW se1 epdtel 
dveoli.Sstelah Wit& di jalan nafiis, dqat @a& 4 hpl meliputi : 
1. Respn inang pda awalnya efehif sekali dan membunuh 8emu bakten' sehbgga 
tidak a& kcgempatan tajadinya tdmkdosis pad8 mesa yang Bkan h g .  
2.  Kuman @at mutltiplhsi dan dantrnnbyh *era setelah Weksii menjadi penyakit 
yang disebut tulmkdo~is primer. 
3. Kuman mun& rn+ do- dan tidak pemah @a& penyakit sama w.kali, 
sew terdapat keadaan yang disebut i n f a  law. 
4. Atrpu balrteii yang laten akbhya muhi tumW w a d i  suatu keadaao yang disebut 
penyakit Wq dilrenal sebagai ~ o s i s  &vasi. 
?& dawnya infeksi tenliri tiga tahap: (1) pelehtm balacri dan koloniw1; (2) 
invasi lokalr (3) Penyettam h&hi sistemik fTodar,2oO2). Tehrq, paTtama d d  iufeksi 
baktd addah kol&i, y&u menetqmya hkt& patogan pda tempat masuk yang 
mu&. Bakteri patogan biasanya Wolonisasi pada jadqau hoet yang M u -  
dengan l~~ ekstomal, seperti ti4khls gastrointestid, traktus mhabrius, 
konjungtiva, dan Wtus urogenital. Orgaaisme yaqg mengbfeksi tempt ini biiasanya 
mempunyd mekanisme perlelkatan pada jaringan dan kemampuen unruk bertahan dad 
sistem pertahenaa host di pemlulraaa mukosn (T&, 2002). 
Perlem bfllrteii pada sei eukaryoa atm pada p e r m h  jatiagan rnemhlubh 
penman 2 fabr ,  ydtu meptor dan &Zn, Se-jauh ini d i k d u i  behwa biasanya reseptor 
b e r u p a r e s i d u ~ d a d a n ~ ~ ~ p a d a ~ s o l ~ o t a ~  
adhesin bakteri rPdalah kompasen mkmmolekul pada pem* sel baktert yang 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
berintmhi dengan mseptor set host gaperti pili, outer membm protein, dsm 
lipopolhknrida Adhesin daa q t o r  biasanya berindePaLsi seam qc&k flodar, 2002). 
Ci utam bnkteri intrawlleer rdalah mempunyai kfmempua untuk hidup bahlran 
berkembaq biak di dalam fitgosit. Im&tts tedmdap bakteri intrwluler kdqi meqjadi 
imunirap dan spesiflk. Jm& n+fik dipembn oleh sel fagosit clan 
Natural Killer celV sel NK, sedmgkau hunitas spwifik dipemnkm oleh hunitas seluler 
aleh sel CD4 + Thl yang mcmpmdubi WNy yang memacu pembunuhan mikmba dan liiis 
sel terinfeksi oleh CD8+, Citotoxic T W o s i t .  
Manifestasi klinis dari infeksi M rubercutosis aisebabkan oleh kesehbangau 
antara faktor virulensi dari bk r i  yang mas& dan partahansn tihuh xespon inang. 
Pertahanan wbuh terbdap M &bercYIosis diprankan oleh imuriitas seluler megkipun 
imunitas humoral jug  mempunyai peranap. &bet- eliminasi dari WI 
M. tubereu1osi.v terg~ntmg interakai antara makmfag yang te&feksh dan limfosit T. Proses 
tersebut akan rifnbul setelah adanya kontak ~ntara antigen pug dipresentasikan oleh 
m w f a g  sebagai APC melalui MHC (Mayor histocompatibility) kelas I1 pada pennukaan 
sel lidosit B yang akan bereaksi dengan sel Th2. W l  ikatarm tarsebut akan menghaPilkan 
sibkin yaitu IL-2, IL-4, IL-5, It-6, IFW. Yang berfungsi memtkulhsi diferensiasi sel 
limfosit El. Aktivasi sel Iirafosit B a k a  menjadi sel plasma yang menghasilkan sakresi 
antibodi diemping timbulnp sel l i ios i t  B memory. Penekitiaa Kardjito (1983) 
menemukan behwa tuberkulosis paru aMf terdapet pemingkatran kadar IgG. 
Lhfosit T dibagi meqjadi dm yaitu sel Th ymg jugs disebut sel T CW dan sal Ts atau 
sel T CDB. Kedua sel lidosit T tersebrst berasal dan' sel T naive. Fungsi sel Th addah 
menguetkan respon imun dengan menghaaib  beberapa sitokin khususxya IFNy 
setelah dirangsang oleh antigen m i k o M m ,  s c d a n g h  sel Ts mampu melakukan 
lisis pada makrofag yang terinfeksi b a h i  M rsQercuIa& dm memproduksi sitokin 
IENy yang m e n g u a h  maktofag. Pada sel M o s i t  Th terdapat polarisasi sel 
berdasarkan profil sitokin y q  dihasilkannya yaim kelompok sel Thl dan sel Th2. Sel 
Th 1 mcmprodvksi interleukin-2 (L-2) clan yang mempunyai perm protektif 
karena mcningkatkan kemampum &fag untuk mcmbunuh dm mencenur baktcri 
yang teh& difagositir. Sel Th 2 menghasilkan betmapa lnaoam sitokin yaity IL-4, IL-5, 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
IL-6 dan IL-10. Secaa invitro sitokin - sitokin yang d i h a s i h  Th2 men-bat 
p r o d h i  dari EWy dm aktidtas makrofq sehingga dapat merugika tubuh. S i t o b  
yang dihasilkan sel Thl sangat pen- mtuk w a n a n  tubuh ini dibulrtikan pada 
individu den- meptar my yyaal6 h g  akan mendeFita hfbksi berulang bahkrrn 
menderita infeksi mikobakteria yang lethal. Selain itu sel &gosit juga baDpewn panting 
dalam pertahanan tub& terhadap infeksi tuberkulosis. 
Aktivasi sel T yang tern  menem dapat mengakibatkm terbentuknya 
granuloma- granuloma dengnn nekrosis sensenrrrtl yarrg d i k e d  dengan nama caseow 
necrosis terutama oleh pod& - produk yang disekresi m b f a g  seperti enzirn lisosom 
dan spesies oksigen raaktif. P row i d  menrpakan &i sensitiviitas t i p  l a b a t  baktari 
Mtubermfosis guaa mencegah pwkembangbiakapl baMeri tersebut &dam makrofag 
dengan cara membentuk liighmgan yang anion& agar bakted tak dapat metubelah 
(Abbas, 1994) 
Granuloma merupakan akumdasi sel-sel imun yang terbentuk di paru selafna 
proses infeksi M &emdwis (Algood et al, 2004). Pengemh makrofag matang yang 
berkelanjuta akan membentuk pel-sel epiteloid ynng beraam benrpa sel datia dalam 
granuloma atas pengarunh IFNy. Gsanulomtr menasilkan mkoba dengan baik, 
sehinpga pusatnya meqjadi Mpoksik d m  rnenjadi nekrodk ymg menyerupai keju, 
nekrosis dengan pengkejuan tersebut merupakw clri fchae TB ~ t a w i s j a y a ,  2006). 
Gejala )dinis infelLPi aktif eleh kumm M tubmdaFir timbul apabila tnjadi 
pemingkatan ikam kuman M hrberculvsis dengan sel epitel dan makrofag alveolar. 
Makrofag yang taaktifrvsi oleh Inunan M ~ 0 s I s  a h  mengefuerlcm sitolrin, baik 
sitokin proinflamasi mtaupm s i a n  anti MBrnaSi. 
Rangsan* kGrman M. tnber~~(Iosis t- mowsit, makrofag, dm sel dendrite 
&an meningkahn produksi TNF alpha, yang mmpakan proto@e sibokin 
p r o i n h ~ s i .  TNF alpha m d l i k i  peraa pemthg Whadup p e m b e n ~  granuloma, ia 
dapat msnginduksi aktifssi m a h f a g  sebagai sitokin imunosgulatar. Pada pasien 
tuberkulosis TNF alpha diprodulrsi di tempat tmWeksi. SedmgIw Interleukin 6 
rnempunyai fungsi sew sitokin proinflamasi dan an4i hflamasi (Goldby, 2000). 
Interleukin 12 manllikl perm pmting dalam maltanisme perlawanan terhadap 
JM IU&~U&&. IL-12 dihasikan oleh sel fagosit, yang murniliki perm penting dalam 
menginduksi IFN y. Pada penderita tuberkuiosis L 1 2  dapat ditemykan di infiltrate 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
paru, granuloma, dan lhfmhit is .  Pada pasien yaag W e k s i  mikobakterial rckuren 
didapatkan mutasi gm IL -12 p 40 dm IL-12 R, sehhgga terjadi penmum kapasiw 
produksi IFN y (Sohlossberg el al, 2006) 
IFEP gamma ymg -1M oleh esl yaag dhiuksi oluh kumaa h&mEMct& 
tuberculosis, menjadi tanda spesiflk adanya Meksi k # m b o a  ttdwvd-. PN 
gamma sangat berpem pada imurritms TB. IFN y merupakan glikopwtein yang 
disehesi makrofag hraktifwi, CD4.1; CDB+ dmr h!lWIs, mun Cm+. Th 1 
lymphocytes (sel T yang tcrekspresi reseptor) merupakan produsen utamcc dalam 
merespons stimulus (Suarez-Mendez, 2004; Schlossberg, 2006). 
Antibodi sangat penting wbagai diagnosis, identifhsi, stereotyping, kamkterisasi, 
epfdemiologi dan pengembnagm v W i  Karesa k ~ a ~  poliklohal mtibodi seperti 
reaksi s h g ,  kuantitas yang tertratar, makd yang ti& spe&5k dm kemempuan 
mendeskrimfiinasi antigen pda tingkat epitope menj- monoklonal antibodi maqjadi 
lebih mendcsak untuk digumhn (Chen et al., 1992). Antibodi &at mengenali cpitop 
dibaghan internal atau terminrll suatu protein, tergmtrmg pada loWnya, contoh tanda 
epitop hrrnya dikanali kctika C terminuY mqjat ehprhg (Jawik dan Tolmw, 1998). Epiop 
mengkode oligonulrleotida yang disisiplfan dnhn pexmdeaa sequence aatau mengkcde 
sequence yang tersisip dalam vektor pmgebpresi yang b1um msmbnwa penanda epitop 
yang sangat pen* untuk memperoleh sejumlah kodon yang digmakart path taPgct sel. 
Epitop &pat bempa N-twminal atau C-terminal. Tanda epitop pmtei~ dapat dideteksi 
menggunakan metode standat antibodi spesiffk-protein: westembloffing, 
immunoprercipitwi, ELISA, immullofluomicm, hmnoe1ektron mihoskop dan scanner 
resonaasi pada pemukaan plasma. Spes%fas ao t iM untulr meaatldai suatlD jenia protein 
tertentu &pat ditwjuktran oleh pqdda ynng sadah dikenali epitopnya 
Subtyping antibodi rnonoklonal morupalran salah satu upaya untuk men- 
karakter mtibodi sped%. Beberopa protein &ah sama atau homalog den beblhp 
diketahui tidak homolog, ini dibasiueejl okh klas-klas p t e h  yang &etahuI sebagai 
antibodi. Antibodi terjadi dalam duraj.~ delam mmsqon d g e n  atau pxok4.a asbg didalam 
rubuh. Respon a n t i W  ini sangat spesifzk (mempunyai spesifitas tinggi) terhadap swtu 
antigen spesiiik yang berkaitan det~grrn respon iannn yatag clihasilkrm (Fox, 2003). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Imunoglobwlin Jpesitik daxi a n t i t d  monoklonal yang d i h n s i h  sangat bqpm 
untulr peagumbangan terapi dan diagnostik Whadnp jenis antigen terteniu (Dell et ol., 
1999). Antibodi momklod m e r u p h  pelaoak yaae kuat untuk mengiWtil& 
imwodetaminan awiilk path egen panyakit hf&i ss&e dqmt digunskaD ssbotgsi alat 
pesdeteksi antigen didalam senrm. Oleh karma didetelcsi adalal~ antigen tnalca 
keuntungan m e n d h p m  deagsn dM m m k l d  akm lebih cepat dikstakui stam 
infeksinya (Suwad, 1996). 
M u k s i  anthdi didalam mice clapat dsplft melalui gen Wbodi ~m~ 
mice. k%kspd antibodi tersebut dapad dikerrali melallli k o n & h i  cDNA atau GDNA 
rekombii  terhadap H daa L chain pada region C dm V dari antibodi suatu 
imunoglobulin yang sefanjutnya &pt diklodng melahri genom pada baktffiophage atau 
mice, ymg d iked  wbagai antibodi &an pada mice m a  dcaa tesekspresi gen 
rekombinsn yang dikehendaLi (Abbas, 1994). 
M01loklod antibodi (MAb) m e  magent pu~ting yang digunakan dalam 
penelitien biomdis, diagnosis penyakit, dm perlakwm b b e r a ~ a  penyakit infeksi dan 
kanker. A u W  dihcdcan oleh cell lines atau klon yang diperoleh duri hewan yans telah 
diimunimi dengan s u b m i .  Untuk m e i ~ g b i b n  MAb sel bgllls ditumbahkm dafam dun 
carayaitudenganiqfdtsikedabmronggartbdo~pedamousaygggdi~iata~l  
dengan kultur jsringm dalam flask plastilc. Pmm seLsqjut~ya &run ascitfc mouse dan 
supernatan kdtm j&gm diper~dcm mtufr mendepatkan h&b dengan meam1Ykan 
purifilrasi dan k ~ ~ i  Mice ymg didigunskr t amembu  pemelikitnan aacare hati- 
Beti uniuk lllmmdh . . s a k i t a t a u ~ y a n g m a a a ~ a i n d u k s i c e l l l i n e s i n i  
dengan akumdasi cairan (mites) dalam abdomen atau dengan invasi pada visaera (Wad 
et al., 1999). 
Dijebkan lebih lmjut bahwa faMor imuni- terhdep asltibodi vibnosidal &tun 
serutn (> 1:20) Mubungan den- pgt'lindungan twhadap k o l o d i  dan penyakrit. F a b r  
Vipuletlsi bgkteri patogen tidak hanya tergantung pada produksi toksh tetapi antigen 
koJoIliwi yang disebrrt pili yang rnembdm sifat-&at perlekataa pada sel. Betmap 
baMrei strain enteropntogenik antigen blo& @#If)  dapat dite- semm genetik oleh 
plasmid ymg dipindahkan. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
BAB m 
TUJUAN DAN MANFAAT PENELZTIAN 
3.1. Tujuan Pendtian 
Peaelitian ini d i l h k m  unduk mencapai beberapa tujuan jangka pendek dan tujuan 
jangka panjang sebagai berikut: 
TuMn Jsagkr Pendek 
I. M e n g d t d  karrmkter protein adhesi @a) baZaeri Ad ruberculo~is 
2. Mengetahui uji respon immogenitas pmtein adhesi dilakuLan dengan SDS-Page 
dan ELISA, Westem blotting dan dot blottimg terkdap Ig A spuhun dan Ig G 
penderita bberrmlosb. 
3. Mendapntkan prod& antihdi mono~ooaI protein &esi M ft&ercufosis untuk 
b&an diagaostik Tb. 
4. Mendapatkan produk rekombiiant antibodi monoklonal berbasis protein adhesin 
5. Mendapa- ~ b a h  d i i s t i k  dini penyakit tuberkulosis yang cepat dm akurat 
benbasis pada protein adhesi dan rekombiit /genotipenya. 
Tujum kngka Panjang 
1. Mendapatkan produk d b o d i  monoklonal sekrgai bahan dhgmatik dini penderlta 
U &berculos& d e w  men gem^ cfiagnostik dari +top an* yaag 
imunogexdk pada punderita TB baik b e r W  protein adhed daa 
relrombioant/genotipenya 
2. Men- telmik p i l h  tempi yang cepat dan aYRnat guna perlunya deteksi 
&bat infeksi TB. 
Dengan penelithi ini diharapkan penekiti dapat membaatu i n f o m i  tentang 
diggnostik tuberkdosis serta dihqkan meqjadi bdasan bagi penelitian di bidmg 
imunodiagnostik tuberldoms di-ing itu bdmituk pengembangan pengetehuan 
mengenai mekanime patogenesis sebagai dasar pengembmgan strategi diagnostik 
dengm monoklonal d b o d i  yang s e s d  digunakan di Indonesia. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.1 Loknd Penssitinn 
Penelitian ini akan di lhkm di Laboratorium di lingkuugan Universitas hwijaya, 
yain! Laboratoriwm &biologi Fakultas Kef- Laboraforium Sentral Bmmedik, 
Labomtorim Biologi Molekulea Unibraw, L&natorim !%@a1 i h u  hay& dm 
Laboratorium Mibbiol~+ Rumah Sakit Saifcll k w a ~  Wmg, dan labomtorium 
Pusvetma Surabaya dan Lsb. Biotehmlo~i Kelautan dan Ilmu-ilmu PetaiPan fakntas 
Perikanan Univecsitas Bmwijrrya. 
hncmgan penelitisn id edaU ehplomi Iaboratorium dibidang Wogi 
moleMer d e w  rnekktbu identfibi dan kad&erisasi jenis-jenis probein yang 
beman sebagai faktor v i r u l d  clan sitotohik dalam mekanismt tuberoulosis den 
pnoduksi antibodi monklwal protein radhesh dan mqtomya. Hasil ini akan ~~ 
respon mtibodi ysng dihasillraa, tahadap tuberkuloslis melalui ekspimen 
sehingga dipmleh intbrmasi d a w  tentang falrtor videmi p a  yang sangat berpaan 
terhadap m- Tuberoulosis. 
Penelitian id akan meqjelaskan proses tuberrmlosio secara molclder b e w k a n  
rnekarrirrme M. tulbemlosis yang h&ga mat ini d i t  untuk dihgmi den mekhkm 
kegiatan memproddcsi scitangeDaPisis antibodi monoklcmal yang dihaPilkan yang &&pat 
pgda pendwita tuberculosis schingga rmekrrnisme naolelculer ~beroprlosis &pat dijelaskan 
dengan msguji daya v9rcl-i serta of& sitotokdk ymg menyeraag MI makrofhg sew 
b g s i  bark, dan medapdm alat diagno& dini pyakit tuber~~Iosis. 
4.3 Pmedur Penelithi 
4.3.1 Tdap Pwelitian 
DIllam pelalcsaaaaa penelitian ini diperluLrm twbcqpa tahspan yaitu: Kultur 
Mtubercuhis, Iden-i M tubedmh, Metode Isolasi Protein Hema@uthh 
M.hri,ereuiosis, Sodim Dodecyl Suvate P o l ~ l d  Gel Elekcphoresis (SDS-PAGE), 
elektmeIusi, Metode Uji Hemaglu@&, Metode kultur sel mkmtitg untrrk h i  sel b, 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
k u l k  mieloma, hi dan produksi sel hihidoma, metcde det&si protein adasi 
Mtuberculosis dan mgujifm tespon imunoWEas pada sputum d a  sennn pendetih. 
Adapun seem k-1 posedur tersebut addah 80- 'beri.kut: 
A. Penpmpuhn M* Twk#rSOgis dad Sputam 
Pengambilan sputum dilakub pagi hari, karena paling banyak mengmdung 
Mikobakteria dibandingkan dengan sputum pada a - s a a t  lain Penderita diminta untuk 
mengirimkan sputum pagi hasi selama 3 hari mt- tun i t .  SpYtum yang d i e l ~  
be& dari dalam pwparunya daar bukan air ludah atau seluct riasofaring. Spus?mr 
pagi dikumpulkan sebeEum menggosok gigi, -pi (pcmdah berkumur dengan air untuk 
membetsihkan sisa makanan y q  tertinggaI. Bilamw peaderita s a t  mengelwkan 
sputmnnyrr, maka atla be- caza untuk memperolehnya (i) penderita dbnhta mtuk 
mengPuirup uap lerutan garam 5Y6-10% yang dipanaskan pada suhu 4 5 ' ~  s e h  10 
sampai I 5  menit, kemudim metnbawklm eputumnya kduer. Dengan cara mi akan 
diperoleh sputum cair mirip air I&, (ii) pengmbilan .sputum dengan usapan lariag 
(larynx scurrQ). 
B. Metode kultPr L&td M.ta&~?reuCwir 
NyoobacbenCum hrbermlosis dikuttur dan dipbanyak di Middlebrook 7H10 dan 7Hll 
complete agar media @ifoo,Sp&MD) mengand~umg 10% oleic acid, albt- dextrose, 
Cdase (OADC) dm Twsm 80 selsma 2-3 pada suhu 37%. Diinkubasi pada 
incubator yaag mengazdrmg 5% C& fitm-k. Semua Mtur dicat dengrm Zehl 
Neelsen unntk untuk mr?liheS wxph01ogi dsn k e m h y a  
C, IdenWlkosi Wui 
Identigkasi bakteri dilakukan bnharkm morfo1ogi keloni, sit& $t grotUitas 
dan sel baktd serta gmgujian b i W a  menurut Bergey's Mmd of JMemhtive 
Bacteriology (Buchan and Gibson, 1974). 
Fernurnin,. pili M nrbercularZs den* moiWW Briefly (1991) dimena 
MtubercuIosis yang Wtur peda Middlebawk 7H9 - 0ADC- Tw pads 37% dengan 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Shaking selama 48 - 72 jam. Kdtuc &mebut diguwkm untulr inokulasi 100 egstr plate 
Middle- M I 1  deagan moMWi OADC dan d i i i i  &lama 2 miuggu. B&ri 
dipenen dengal mmggudm Spwder Glass steril dim di suspeaai dalam 200 811. PBS. 
Suspeusi tsrwbut dibagi dslun 25 4, plll dicukur WCM m o W  dui pomukaau baktssi 
dengan vortex secaoa oepat sellrma 5 menit dalam 50ml conical tube yang mgandyng Ice 
glass beads 3mm steril. Wlah di d m  suspcmsi belrteri yang di-i 3000g setma 
P jam, dan supematan dikoleErsi. Pellet bakteri dicuci dmgan PBS untwk m e m p l e h  pili, 
dan debris diebinad dmghaa 2 kali m&ifupi pada 3000xg cZao 18000xg selatna 10 
menit. Kontaminasi lipid dihilaaglran setclrrh &vortex dkampur dengan chlorofo~~~~ 
/methanol 2:l s e b a  1 jam dsqgan dengm volume sama W a h  itu disentrifugasi pada 
18OOOxg~30~enitsampaisampaibegirnfese35m~,&y~eaoerdan~i 
interphase dengan &ati hati dikoleksi dm die&& 2 tali dm metsri ymg terlann (lipid) 
dibuang. Terakhir c h  yang encer dam frdrsi &sWdfwe pula 120000 xg s e h  3 jazn 
pada subu 4°C dalam Ti -56 angle rotor (Bee-) bao d i a d h  dengen SDS -PAGE 
16%. Koll~entmsi Rotein ditentuh dmgan s p e b f o t n m e ~ .  
E.Sodium DodseyS Sulfate Polyacryhid Gel Elektrophomb (SWPAGEj 
Monitoring bobot molekul dikeqjakan mmggudan SDS-PAGE metode M i  
(1970). Sampel protein dipmkan 100DC s 8 h  5 menit dalam larutan p e a m a  yang 
magandung 5 mM Trjs HCL pH 6,8,5% 2-mercapao ethanol, 2 3  % wwhr sodium dodecyl 
sulfate, 10% vlv g i y m l  dcngan  war^ pelecak bromophenal blue. Dipilih 12,5% mini 
slab gel dengm tracking gel 4%. Voltase yang digundm 125 mV, Sebagai bahan wama 
Bdalah c o o m i e  brilliant blue dan molekd stmck sigma low m g e  mark=. 
F. Metoge Elektroelurl 
Metode elektmdusi digunakaa untuk me&patkan pita protein yaug ditentuh 
berat molekulnya Pita protein yang teleh temku berat molekuhya @a) kemudian 
dipotong w pemm, potongan pita protein drvlam gel kem& dimasukksn d;luiun 
kantong selofan yang tatah dippenaskan terlebib dahulu dengan EITTA 0.5 M dm juga PBS 
steril. Sampel protein &dam po- gel m g  tetelah siap dhasukkan dalam kan- 
selofan, dimasukkaa dengan dengan cara menjepit pada &ah satu ujwg selofan daa 
kemudian menjupit selai dung yang lain, den wblah tojepit d h m d h n  pticb elaf 
e l e b l u s i  yakni mid pro- horiswbal dialam 1bmtm naming bufer, kemudian setc1ah 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
selesai d i i  dalam IanrCasl d i i  y a w  larutan be* aquades steril daa didtalisa 
selama sem- padn suhu 4 d d a t  celscius, dan kessokan harinyn mpel datam k a n w  
diganti dan Wsa d a m  pelasut PBS stnil dm hihbasi &ulang dalam ayhu 4 d w a t  
selama semdam, Selaqjutnya -pel dim- dm lakuken ptselpitnsi dsngan 
men- weton s e h a  semalam, dan sampel ymg telah dikoleksi disentrifugasi pirda 
10.000 rpm, supematan dibuang dan plet ditambahlaui Trig HCL t#b@ pelam pro- 
dan konsentrasi sunpel protein siap inlcrn demgeo spebfotometri. 
G.&fetade Ujl Hsmaghltinrai 
Uji h e m a g l h i  menurut petuqjub Hanne dgn Finkelstein (1982). Pen- 
iiampl diW koxwntnwi % pada miaoplmt V tiap sumw ~Gumtnya 50 ul. Tiap ~unwz 
ditmbahkm darah mrnah m i ?  komatrgsi 0,594 voleme same. Kemudian digoyang 
dengan mhtm plate m h a  1 menit. Selanjutnya dlletakkau padn suhY 
mar =lama 1 jam. BeSBrnya titar ditentub dcngrrn pen- adenya ag@tb i  
darah me& pada Wgencem ymg kaondab. Sarapl y m g  d i ~  adalah bekteri utuh, 
pratein pili dan sel ebimeit. Jenis derah merab yang digunakan datah mencit. 
H. Isolmi Antibd Primer 
Sputum pendotiSa di- P85 (4nM PMSF + 0,0246 NIPN3) 1:l divantex sampai 
homogen dan d i d f u s e  3B00rpm, 15'.4'C. Pelet dibueng supematm dipmipitasi dcngan 
a a ~ l  absolut dingin pada 4% somabm .Sclanjutuya disenfitss 12000 rpm, 15' 4OC. 
Supernatan &bung clan pelct ditambab Tris C10,S M pH 6,8 dishqm dalatn -40 OC 
I. Metode Dot Blottin@ 
Membran n b o s d h  (NC) d i m  73 x 11 em dm dkendam tedebih duiu 
dalam H20 steril selama 30 menit. K&an diptang pada alat dotblot. hblalui l u h q  
alat, m e r n h  yang tehh diW dmgm TBS, dibasahi *an aigen 50 pl ( d a b  trk 
buffer sralin p1I 7,4)* dihkuhsi semalam peda subu 4% mpai benar - bener kmmap 
k d d m  mmbtan NC. Sekqiutnya dElaWcsn blocking dengun blocking buff' TBS 
(-dung Tris base 5- NaClO,&S, eusu skim 5%pH 7,4), m b a s i  sexnahm 
peda suhu 4 OC .Ltnutan blocking dibmg. Tahap wlanjutnya peda membran d i W  
sputum yaug diuji nebamyak 50 pl, dihW& selamn 2 jam pada sub ruao%, dan diielakkem 
di atas shaker. Lautan didibuanp, kemudien diouoi bga Mi h g a n  TBS - T w n  -20 
O,OS%. DiEambabkan Slg A AP koqjugat dengad 7 2: ZNXJ @Wi rZLNtan tris 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
dine, di i ibasi  yada suhu ruang selama satu jmdiatss shaker. Dicwi lagi tiga kali 
dengun TBS- Wem 20 O,OS%dSelaaj~ya d i t g a n a  emeim dan d & k u h h  p&s 
suhu ruang =lama 30 menit Raaksi dihnthndeagan m*aambah HU3. 
Hadl pdxlf Ma *bent& dotdot psdr membm nltmdulom. K&~Iu hull 
dilihat benhadm gredasi wama. 
JL Metode pemeeIJmua waternWotthg 
Westamblotting menggwkaa metode Towbin (1979). I gel d i p i i  pada 
kertas nitmwllulosa mengpakan alat semi dry bbter buatan biorod setelah protein 
sampel -but dibkub SDS-PAGE. Aim Wik yang dipak~6 300 mA kurun waktu 30 
menit. I(emudb dilakukan pengecatan dengan pewama pow 2% yang mengendwg 
TCA s8mp-d 3% untuk mengesahui qmbh prot& sampel te1& pin* pada kexW.9 
nitrosellulosa dan diberi tanda uuntlr mrmentuLan bobot moleld. Kertas ~litosslluloga 
diptong sesuai d e n s  14ur SUEXI- Untuk m@@ wamaponco dibilas dengan 
dHzO. Selanjutnya di blok dengan TBE yang mengandungl albumin 3 % dalam TBE pH 7.4 
ditambah BSA 1% digoyyang ae%ama 2 jam. Dilakukan pendm hgi sebanyek 2 kali 
selang 5 rnenit menggunakan caionm TBE pH 7,4 yang mengandmg Twea 20 0,05%. 
Selanjutnya ditamball d b o d i  sekuader g t u  IgQ kotlsenW& 1/1000 dalam TBE pH 7,4 
dan BSA I%, dan dan- terhadap p e n g d  &w. Digoyang selama 2 jam, ketnudian 
dilakukan pwcucian 2 kali selams 5 W t  maggtdc8tl TBE pH 7.4 Tween 20 0,05%. 
Sebagai Wan warna digunakan tablet /3 Clp yung dilnrutkan pada Hz0 10 ml. Larutan ini 
d i h m g b  pada kertas nitroseIIul0.w drra dilakuLan pgamatan tejadinya wama merah. 
Jika teaksi culcup dibilas dengan Hz0 selanj;Utnya dih* den- k e  &. 
K. Metode Xeolad dm W u k o i  Antlbodf MonoklBml 
La&ah d p l m  isolasi antibodi m o n o k l d  ymg alraa dipersiaplcau pada pea,elitlan 
ini, rnencakup kegiatam: irnuniwi mewit, preparaJi lidosit, pl.eparaai matrrOtil& prepami 
sel myeloma, fi& Eli% S,Irlanin& Jan Prpddd dbodi.  Setiap kegiatan e u t  skan 
diuraikan sqed yang tersebut dibawah. 
ImuairYsi meocit 
Imunisasi mencit memjuk pada metode Koetaviani. Protein niaeptor yang telah 
dimurnikan dengan clua elektroelusi sebmy#k 0.2 ml (50 pg) dimrrlsikan dengan 42 
ml Freud's complete iu#wmi, kemudii ~~ pada mencit Balblc urnur mtara 8- 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
10 rnw bujenis kelamin betina secera intra peritoneal. Imunisnsi ke-2 dilakukan 14 
hari kaudian dengin volume dm oara yang sama haail emulsi protein d- F r e ~ d ' J  
Incomplete arkiuvant. Tiga Bati sebelurn fwi dilakukan su&m seoara intravenrr tanpa 
ajuvant, =lama 3 h t a h  Sebelum dilaENkan h i  mencit dimbil mumnya unt& 
dilihat produksi antibodinya memggdm cam Elisa. Kontrol negatif dig& mencit 
Balble yang tidak dilakukan imunisasi dengan umw dm jd kelamin ymg sama. 
PraprrasI Iimfoait 
Mewit yang teleh d i i i t m h d  d b b i l  saMntlga rmtuk diukur produbi 
antibodimp. Mencit ymg pow mmpmduksi m t L i  ysng mugandung anti protein 
adhesi atau anti protein reseptor y q  diwukkan d e n g ~  adanya hrunbakn prom adesi 
pada sel mahfag, dkmugi papulasi eritrodtnya dengan cara m e n w i l  darah melalui 
pIeksus orbitalis I& kmag 30 menit seklm dieutsnasi. Menoit didesiafeksi 
mengpmkm alkohd 70% sebelm diletakkrm pada kabinet stmil. Liennya diambil 
d iWhkan dari jmiqpn disekitamya, apabiia k e r i  bdh mdilra diiakukan semprota 
beberapa kali pada jaringau lien temeba m d  lacutan media RPMI sampai jaringam 
tien tampak trah~paran. Cairan hasil s~~~~pmtan  dibmpkan banyak mmgahng lirnfosit. 
Csiran remebut Icemudim dilakukaa sent&g& dengan kaqatan 1000 rpm s e l m  10 
menib pa& S&U kamar. Supnmtm dim d i t d d ~  media RPNI se~ukupn~a,  UII@
d i l a k u k a n ~ ~ s e t l i m f o a t p a d a ~ p ~ g .  
Preparasi makrofag 
Mencit Balbic yang tidak diiatunhi, disulutik dagim medium WMI seam 
intrapcritoneal sebanyalr 5 ml. Perut mencit digoyang p l a t m  mtuk mmperoleh 
makrofag pada pemtonium. Cairan pada rongga pdtoneum dial61 yang kemudian 
dilakukan sentrifugasi dengun keaep#rtan 1008 tpm mlemn 10 manit pa& s u b  kemru, 
selanjutnya d i l a h h  penghitungm sel mnakroihg pada b a r  penghibg. 
Kulter Sel myeloma 
SebeIum dilahkan f b i ,  maka sel myeloma dipxshpkan deagan menumbuhbn 
sel meaggudm &a penumbuh (WMI + 10% FBS), Peaisflin, streptomisin dm 
fungi~on ditambahkan pada media termbut mhdt menghindari ko- bakterl dan 
jamnur. Uatul: eel myeloma yang dipemiapkan unNk fusi adalah MI gang tumbub pada 
pase Logaoitmis. Sel myelom~l yaag dipnoleh &seaLrifugasi pada I000 rpm selama 10 
menit pada s&u kamar. E&pn basil m a s i  ditambahkan mdia penumbub 
seahpnya yang Irtmudian dilaSolltan penghitmp pada irernar penghitung. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fad 
Set limfosib dau sel myeloma dicaqw dengan pe&dhpn 1 : 2. Wil cam- 
dieant t i f i i  pa& 1000 rpm, m h  10 manit p& ruhu learner menggudm m d a  
tanpa serum yaitu WMI. Tabung basil diambil, kemudh dinding Mung 
diet& be& kali sehingga endapan sel menjadi longgar. ~~ dari pin& tabmg 
ditambahlran sebenyalc 1 ml PEG @oly ethylen glywl) 6000 dengaa konsentmsi 45% pads 
suhu hangat 45OC diteteskan pelan melalui dinding tabung yaug mem~rlukan slang waktu 
tidak melebiih 3 m d t .  Selanjutnya tabung dipyang pada par;sn%as air seiama 1 menit 
pada suhu 37'C. Kernudian lredalam tabung dim- PBS @an &u 37°C secara 
pelm lewat d i n g  tahung dengan volmn s e w  berikut den- Yru&n: 1 ml d d m  
waMu 60 detik, 3 ml d&m maMu 60 dWc den 16 d d a h  w a b  60 d&. Selqjutnya 
tabu@ tersebut disentdhgasi dengau kaocpaEan 1000 qm *lama 10 menit pada suhu 
Iramar. SSupanatan dihisap pelen dan dibuan& dangkm endapannya diwci dengan media 
RBMl secara wnbifugasi kooapaZan lo00 rpm w18m~ 10 menit pada suhu kamar. 
Supemtan dibuanyg, pada ondapannya ditambah media HAT (hyposantine aminoplterine 
thymidine) secukupnya, selanjutnya dihitvBg mmggumkan kmar penghitung dan dibuat 
suspensi dinma setirrp 100 pl mmgandung sel an- 10.000 sampai 20.000. Pada setiap 
sumur plat titermikt0 &hi 100 pl swpewi sel dm pada setIap sumus tembut ditembahkan 
1500 sel mdcrofbg. Sel dii- p h  3 7 T  dmgan menggtrnakan tekana C02 5%. 
Setelah sel hibridoma tbmbuh, madium digauti den- medium p e m h  (RPMI + 
2P/,FeS). Dengan &mya paubahan warna media kdtw wadi kunin& maka 
supematnu diamb'11 untuk diuji daya h b a t a m y a  terhbdap kemampuau dari b&mi M. 
tubenulosis pada sel mdmfag yang telah dipe&ph 
EHba (ewqme llntrcd lnunrrrraorbbcrrr assay) 
Pemeriksaan ini dikerjakan mtuk mmgaabui apakah sum protein menganduug 
molekul adhesil antibodi molckd adhesi atau molekul reseptorlmtibodi molekul weptor. 
Protein adhesi b- M. tubermlosis atau protein mxptor sel mabffig dllekatkarm pada 
sumw plat dkmtiter. Komentcasi antigen yang digtdam 10 d m 1  protein ddam cairan 
penyangga. Pada setiap sumunm dimssuWtan sejumlah IS0 pl antigen, diinkubasikao 
pada suhu 37°C dalam pewqw air selama 24 jam. Kemudian dicuci dengan larutan 
pencuei (0.1 5 M NaCI, 0,05% Triton X 100,0302 NaN3 dalam 1 L aqluadest) sebanyak 3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
kali. Untuk mengbdari wdwi yang tidak spewigk maka daerah ymg tidak ad8 pelekatan 
dengan antigen ditutup d e w  lanrtan penutup (1% Bovine Serum Albumin, $02 NaN3 
dalam BES pH 7.0) yang dimas* setiap sumur sebanyak 200pl. Kemudian 
djinkPlbasikan pads swbu 37'C dalam penangas & sew 1.5-2 jrun. Pencucian 
dilakukan 3 kali, selsnjutsrya serum wmpel diukkan sebenyak 150pl tiap su~lur, 
kcmudian diinkubasi pada suhu 37°C dalm pomm&as air, sclasna 1 jam. Pcwucian 
dilakukan lagi sampai 3 kali. Koqjugat (itgunoglubolin kambing Barhadap imunoglubolh 
mencit yang dikonju(caai dengan Win fosfataw) d i e n w h  dengan perbandingan 
1 : 1 000,l Sop1 tiap sumursn, d i i t h b a d h  pada suhu 37°C delam pemmgas air, selama 
I jam. Pencucian dilahkan 3 Mi, kemudim substmt (4-rritropheny1phosphst Dbtatrium 
Salt), dengan konsentrasi 1 pg/ml dalam substrat penyangga (48 ml dietan01 amin, 0,15 
M MgCU, 400 ml aquadest, pH 9,s). Substmt dhwukkan dalarn setiap smur sebanyak 
150 pl, diiakubasikan dalam penangas air suhu 37OC selama 30 menit. Regksi diihentilran 
dengm menanbalkan I N  NaOH. Pembacrum produksi antibodi dilakukm dengan mesin 
Elisa 
Kleniag Hlbridoma 
Hibridoma yang: positif meaghasilkan dbod i ,  diturnbuitkan dalm plat 
titermikm yang berisi 24 sumtu, menggmah d u n  peruelihara. HiMdoma yaag 
telah tumhlh dalam plat mikrotiter diuji produksi antibadhp terhadep kemampugtl 
untuk anengbambnt a-si bakteri pa& padasel epikl kmpu yang telah dipersiapksn. Ctva 
mengujinya seporti pada metode t&ap e h p e r i m d .  Hibridoma yeng masih bagus dm 
menghnsilkan antibodi yang diinginkan k a n ~ d h  dlklonhg. Sel hibrid yang tumbuh 
dalam mtiap plat mikmtiter rnengguidm kamar penghim diencesb. Fengenmm 
dibugt 3, dengan p e r m  saigp 100 @ mgaadt@lg 10 scl, 5 &I, dan I scl. KIoning 
dilakukan pada plat titarmilrro 96 sumur. Selekd dhhkm untuk melihat perturnbullan 
hibridoma yang benar-Lmw b e d  deri sotu eel! wtuk melibat pmdyksi mtiWya. 
Rekbnlng dil* mpai dipcroleh koloni ymg homogen. 
Prodlukai Antibodi drri Sd Eibridoma 
Klon hibridoma yang ~~ antibadi monoklonal ditumb&kan pada 
tabung penumbuh 75 d, naenggumb medium penwliham An- dengan titar yeng 
tinggi dipamleh &n&an wm membuad membuat aim pa& mencit BaIWc. Mencit 
disuntik secara intrapeaitoneal 0,s ml prima PesnbePian pristan &iulang pada hari ke-6 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
setelah suntikan yang pertama. Sel hibridoma di&jeksikan pa& hari yang ke-6 hari 
setelah pemberim pristarv yang ke-2 dengan do&$ 5 x 107 sel. Selanjlttnya antibodi 
tersebut diiakukan pemmian. 
MMMG P-~*UIL R ~ P U  ~at ibot i~  dul %I a-OIIU d- w-bl~ftlng 
Westernblotting rneqgmak8n metode To* (1979). 1 gel dipbdakhn pada 
kertss nitroselldosa m e n g p a h n  alat semi dry bfotter buatsn biornd setelah protein 
sampel tersebut dilrrkcdcan SDS-Page. Aliraa liatrik yang dipaitai 300 mA kunm waktu 30 
menit. Kemudian dilelnlksla pengecatai~ deagan pewama ponco 2% y a q  mengadung 
TCA sampid 3% mengetahwi apskrrh protein simpel teIah pindab pada kertas 
nitrosellulosa dan dilberi tmda untuk menentukan bobot molekd. Kertas nitosellulosa 
diptong sesuai dengau lajw sttmwau Unhk menghilmgkan wamapomeo dibilas dengan 
d&O. Selanjutnya di b W  dengm TBE yang mewamhug albumin 3% dalam TBE pH 7,4 
ditcunbah M A  1% digoyang selarmr 2 jm, Dilrtliwkan penmian lngi sebmyak 2 krrli 
selang 5 menit margsunakan cairan TBE pH 7,4 yang rneng&ung Tween 20 4050/0. 
Selanjutnya ditambah d b o d i  eehmder yaitu &J?& Igtr inice L a m &  1/1000 daEam 
TBE pH 7.4 dm BSA I%, dan dilmdungi terfiadap pagan& s b .  Digoyttng selama 2 jam, 
kemudian dil- penadau 2 MI selsma 5 menit rnenggumh TBE pH 7,4 Tween 20 
0,05%. Sebagai bahatl wama digudm tablet /3 Cip yang dilmttbn pads Hz0 10 ml. 
Lamten ini ditumgkm pada keftas nfnose1Iulose dan dan1aLukaa -tan tejadinya 
wama me&. Jika &i o d a p  dibilas dengan HtO scleqjutaya dilraringkan dengan kertas 
w. 
Menggunakaa plat mikh  yang dilapW den* 100 mikroliter antigen membran 
dan dlinkubapi pa& 37°C sumdam. Km* d i d  d q a n  4x @ bufer pen&. Ke 
dalm smuran ditambdhu 200 m&toliber blo~king buffer dm dbkubasikan pada 37% 
selam 1-2 jam s e a  dicuei 4 kali. Sebanyak 100 mkuliter mtibodi monokloniil(1:100) 
ditarnbahkan k- gumum (masing-masing a n t 2 2  d i m d h n  ke dalm 8 sum-) 
dan diibaaiknn pada suhu 37% selama 1 jam sea& diouci 4 kc&. Imunoglobulin kkci 
anti imunoglobulim mewit ( I . ,  IgA, 161, I@2a, Igff2b. 1 6 3 ,  Irapps. hxh)  &g- 
masing 100 milaoliter ditambahkan kedalarn summu, sedap antibodi moaoklonal 
direabkm dengm kadelapm immoglobulin tersebut. Selmjutnya plat mikro 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
diiiubasikan pads suhu 37 "C selama 1 jam dan diwi 4 M. Ke dalam sum- 
ditunhahkan 100 mik~~liitz k@ugat (In~m~globulin Ecamb'i anti imunoglohulin kelinci 
yang dihbel k g e n  e m b  p a m l c s ~ ,  panegencem 1:1000), dan diinkubasikan pula 
suhu 37 *C selfyms 1 j aa  mta dicwi 4 kali. Tmk& ke dolsm tiap sumwan ditembahkaa 
150 mikroliter subatrat (latan A : lamtau B -9 :1 dan d i ' i b d k a u  pda guhu 37 OC 
selama 20 menit. Reaksi ~~ dengan aaam o W t  2 %, tiap sumuran 50 
mikroliter. 
Metode Immunobiottbg 
Antigen dbakslkaa dengun antibodi momplotod denga~ metode Western Blott. 
SDS-Page dtransfes ke membran nitraselulosa, kern- m e m h  diiloking dengan ESA 
1 % selama 1 jam dan dilanjutkan dengan 0,s % Tween dolam TBS selsnaa 10 menit, 
pencucian diulang 3 Wi. Membran se1anjuQya diptong-potong (sesuai j m h h  jumlah 
sumuran yang digunakan), setiap potongan d i m d h m  kdalem lanitan antibodi 
moaoklonal dalam PBS (1:100) dan digoyang d a m ,  sarta diikuti dengan 4 Mi 
pencucian. Selanjutnya membm d ~ b a s ~  dPlam larutan koajugat 1:EOOO (alkaline 
phospatase) 1-2 jam, yang diikuti dengan pacuciann sebanyak 2 kali dengan 0.05 % 
Tween dalm TBS dan 2 kali peoollcimm dtngao lBS tanpa tween, Membran diwarnai 
d e w  substfat, 33 ndaditer BCIP dan 66 m l i t a r  NBT dahn PO ml M r  substrat pH 
9,5. Resksi dihezitikm d- tquade~. 
Isolasi dcn Proddmi Antibod4 Monoklonal mati Adbesin MTb Pili BM 3tl kDs 
Lmgkab dalam isolasi mtiM monoklonal yaag akan dipsiapkan pada gsnelitian 
ini, mm&p kegiataa: imrmiiwsi mewit, anCit, lidosit, pmpmsi duofag,  pepmsi 
sel myeloma, h i ,  Elisa, ktoning. dan pmduki mtibodi. W a p  kegicdan dersebuf akaa 
diuraikan scperti yang -but dibawah. 
Pernumian htibdi bf0~0kbnd MTp, M. tnbm~nbsb 
Lan@ pemumian diIakuken dengan menambahb protein A-Sepbrose dlam 
Tris bu@ex (50 - fold vlv). Selaqjutnya tumg ~~ kolom glas hmatografi 2,5 csn dm 
equ i l i k i  dengan Ths b e e r  pada swhu ruang. Calndran dilusi cairen ascites &dam 3 vol 
Tris b&er dm medcka peda ko1om prada 1 smpd 5mVmenitt Cuoi kolm dengaa Tris 
buffer hingga semu protein tmelusi. Elusi protein spesifik dengsp 2 swpai 3 volume 
kolom & sitrate, as@.at, dan glycine. C1 buffer dimasllkkan dalam tabung yaag b& 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
buffer netral sama untulr sata wpmnpat v d m  ymg diperoleh. Selenjutnya cEilakukan 
pengukuraa untuk antigen-spesiEk h4ab dllaldm dengan ELISA. Konsentrasi antibodi 
monoklonal (Mabs) d i W m  mpai 1-5 mdml dalam ulM1tmsi sel derigan XM50 
membm UltmilLtrasi. S i  pada Buhu -20°C. 
Pemh@hn Rekombiaont Antibodi 
Ekapmi h a m  Nt~klsPt (DNA) I@ Mhe Anti Protein haptor Sel Malamfag 
!kqmce nsam nukleat dnri protein reseptor sel makrofbg dWukan tmlebih 
dahulu dengan pu&k& d b o d i  monulckmd. E k b M  PIYS&I d i l a  den* 
SDS-12,s % gel acrylamide m u r u t  metade Laedi. Gel e ~ f o n s i s  yang bexisi ~ ~ 1 p e . l  
ditnmfer pad& polyvinylide difluoride membran d ukuran gel dm di soaked &dam 
CAPS (3-(cyclohexylSmino)-~~c miid) b&%r selatne 30 menit. Gel 
dielekh.oblcuEting dalam buffer tramsfer CAPS, s e h a  45 menit pads 100 V. Membran 
distainiog dengan 0,5 % Coomansie brillian blue yang mengandung I0 % asam acetat- 50 
% mmetanol dm didesbhbg. M m b m  yang mengandung band protein diambil dengan 
Scalpel dan disimpan dafam taZ,usg terpW dan siap &sequencer menggmhn reaction- 
cartridge Applied Biosystem medal 476 A-gas phase sequencer 
E k s h b i  DNA Antibadi IgG MomoUonnl 
Suspensi sel sebanyak 0,s ml d l l i ~ m  PiV dhngatkan pada suhu 37T kemudign 
dicampur denga 0,s ml 1,5% Low Melting Point A p ~ s e  @MA) (BioRad. CA) d d m  
larutan lxTE (10 ml Th-HCI dan 1 mnM EDTA, pH Campuran ini &cot& dalam 
cetaksn agar plug dan dibiakan selama 10 menit pada suhu 4OC smnpai me& 
Padatnn agarow (agar plug) (20 x 10 x 1m) y g  diperoh d b n d m  dalam lafutan EC 
(6mM ~ripRCI,  pH 7,s; lDOmhrl EDTA; 1 M NaCI; 0.5% /olioxyethylene-2&iIeter 
@rij 58) (Sigma Co, St. Louis) : 0,2% natrium deoksikolat, 45% naaium lauril sarkosin 
yang dibub~hi 1 mg/d lisozirn) dan d i i a s i k a n  pada suhu 37OC selama 24 jam 
dengan goyangan lemah (60 rpm) piada i&bator bargoyang. Setelab 24 jam lamfan BC 
diganti dwgan lacutan ESP (0,5% EDTA, pt-t 9,O-9,s; 1% nntriw l a d  sarkosh dan 
200 ppjnl Protainase-K) dengan volume 2-3 kali volume agar plug clan drinkubasi pads 
suhu 55OC seiama 48 jam d e w  gayagan lem& (60 rpm) dalm shakewater bath (3- 
Braun, Melsungcn, Germany). Agar plug kemudien dlouoi denyan tamtan buffer 1xTE. 
Proses pencucian id berlangsung 3 kali dengan selang tiap 2 jam. Blok agarow yang 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
telah mengandund DNA utuh dapat dishpan dalam buffer lxTE pada suhu 4OC atau 
langsung digunakan pada tshap selanjutnya (Smith aad Cantor, 18&7). 
Isohri DNA Plumfd Dad h a g  E. coll 
Sel E.coli ditumbuhkan di ddam media LB oair pa& suhu 37OC d a m .  
Sentrifuge kira-kira 2 ml kultur tersebut dalam tabung Eppendoff, Supematan dibuang dan 
pletnya d i n w h  delam 100 ul buli?r Ws (50 mM glukosa, 25 mM Tris-CI, pE8,O 
dan 10 mM EDTA) clan b i i  di daSam es selama 5 menit. Selanjutnya dibmbahkan 200 
ul larutan Lisis ( 02 N NaOH dan 1% SDS (komeatrssi &if)), dan dicampur &ngan 
pnggojogan perlab, biar%aa d;alam es selama 5 menit. Kmudim ditambah 150 ut 5 M 
K asetat, gojog perlahgn biarken dalm es 5 menit. Satzifuge padu mtrifuge Eppendorf 
dengan kmepatam 12.(100 rpm selama 3 menit. supemataa dipindahkau ke dahm tabung 
yang baru, dtm ditambahkm 10 ul 10 mg!d RNAse dim ~ b a s i i  pada 37'C aelama 
60 menit. Dinginkw dan l & h n  chraksi fmol-kloroform~ y a q  dilanjutkm dengan 
pencucian den- klorofom Pisahkan ibhi air den tambalkan &oh01 95% &mayak 
2,s kali dume, diamkan dalam es 15 menit. Kern& disentdfuge dengan kecepatan 
12.000 rpm selm 5 menit. P w y a  d k r h g b  padu d u  ksmat kemudian dilarutkan di 
dalam Era-kira 50 yl bder TE. Konmntmsi DNA Biukur den- pangamatan absorban 
meslggurrakan spektrofotometsr ultra ungu. 
Reaksi Ligisi 
Velctor DNA (piasmid) dipmng d c q m  e m h  iestrikei ysng sesuai pada 3 7 T  
selama 1 jam. Kern& m&i dih- dm- inlcubasi pada suhu 65%. Dilajutkan 
dengas1 elistraksi DNA dengm f e w l - h f o r m  yang diihsti den@m pmcuch 
menggunaken klomffarm. Eika perlu clilakub d&sfotilasi. R& ligasi ditata dengan 
perbasdingan antara DNA v&or dan fQmn DNA kromoaom adalah 1: 1, 1:2 clan 21, 
Reaksi ligasi yang mengatdung kmposisi tersebut ditambah~ dengr~n 1 bagisn 1 X bufer 
ligesi (20 mM Tris-CI, pH7,5,10 RlBn MgC12 dm 10 mM DTV), 0 3  mM ATP dan 0,l unit 
enzim ligase. Inkubasii pada suhu 15°C; semalam. 
Defosforllui Plasmid 
Kira-kira 2 ug plasmid diptong d yang smuai sefangga 
menjadi liniez. Kemudian dilanrtken di &am 10 ul 10 mM Tris-CI, pH8.0. Dan 
ditambahkan 50 ul oamplnan paeaksi yang b%W dad 5 ul10X bufkr CIP (0.5 M Tris-CL, 
pH 9,0, 10 mM MgC4, 1 mM w12 c h  10 MM spennidln). 1 Unit CIP dan 34 ul 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
aquades &+dl. Inkubasikan eampmm temebut pada 37°C selama 30 menit. Kemudian 
ditambahkao lagi I unit eaeim CJP dan i-ya d i t e  d a m  30 menit I@. 
Setelah itu ditem- 35 ul aquades steril, 19 ml 10X bum STE (10 mM Tris-CI, 
pH8.0,lOO mM NaCI den 1 mM EQTA) dan 5 ~ 1 1 %  BDS. ~ ~ p l a a  6S°C m h a  
15 menit. Dila;kukan eksSraksi DNA plaprmid kgti denga fenol-klomform. Dan dicuci 
satu kdi dengan klomform aelenjutnys di diendaph den= pemmbdm etanol2,S X 
volume. Selmjutnya DNA plaamid dilanttkaa di dalam aquades stssil 
Pembuatan Sel E. cd l  Kompten 
K w q  lebih 50 ml sel E.colf ysng saiZang tumbuh (fase eksponensial) 
disenrrifuga~i di dahn tabung steril. Plan d i w p s i k a n  di ddam 5 ml bufer MR (10 mM 
MOPS, pH 7.0 dan 10 llnM RbCI) dan segera dimntrifugasi kembali. Tafnbahkm 2.5 ml 
bufer MRC: (100 laM MOPS, pH 6,5,10 mM RbCl dm 50 mM CllCSz) dan diamlum dnlam 
es selama 60 menit. 
Tmnafor~aal Pada E.Coli 
Sebanyak t 50 ul sel kompetcn diwtifbgasi pa& m g a  Eppenderf. Dan disuspensb 
kembdi dalatn 100 ul bufer MRC, Eambddm 1 - 5 ul DNA, 3. Diemmkan d a h  es selama 
60 menit. 2akukea kejutan panas dengen rnenempatkannya pada suhu 5S°C selama 30 detik 
dm segm masukkan kembali ke dalam es. D i  selama I n#nit Tarnbahkan 1 ml 
media kaya LB. Selanjutnya dibhbwikan pada 37% selam& 60 menit. Kemudian 
sentrifugasi dan suspet~iikan dalm 200 ul media LB. Tebarkan pa& media LB padat yang 
mengmdmg senyawa seleltsi (pada peaelitian ini digmkm 100 udml ampfsilina). 
MEerbas'lkaa pada 37*c d a m .  
Konshvkef cDNA mwk Rekombinan 
Rantai dm plrmbmtukan rekompinan protein -tor diporoleh dari total RNA 
yang di ekstraksi meldui mtibodi monoklonal de- m e n g p d m  metode panidin 
isotionat. Seianjutnya b RNA ditmmmisi msnggYaakan mverse baoskripsi 
menggunakan oligo (dT) primex. cDNA didiquot rnernggmakan single step amplification 
dengan PCR menggmakan primer olig~mikleotida deri 5'-3' seb8nyak 3x, Primer 
oligonukleotida -if& didesain $esuai d e n w  umtm sequence dan coding cDNA dan' 
ujung 5' ke ujung 3' yaitu sequence yang tidak terkode. Mrstgesi sekombinan DNA 
selanjutnya dikadterisasi men- SDS-pags dengan meaggmakan pengecatan 
cornasif brilliant blue atau westam blotting dengan antibodi monoklonal -@or. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Data yang dipaoleh akau d i d i s a  st%xra deskriptif dan b i lnya  a h  cEisajikan 
dalam bent& tabel, grsfik dm gnmbar. 
4.4 ledikstgr Csp.ian Yang Ternkur 
Indikator &an yang terukur d a t a  pemlitian ini adalah ; 
Terukurnya temuan sub unit protein adhesin virulem ~.rubcu&si# dalazp satuan 
bow molekul @a) 
Terukumya dosis sub unit protein a v h h s  pili MtukrcuIosis (uglml) 
TmIkumya dosis optimal sub unit mtibodi psnddta tuberculosis terhadap anti 
protein adhesin Meas  (Md) 
Ditemukamya antiM pol ik ld  dan anPtboodi monoklonal anti protein adbesin 
M tuberouJ4sis sebagai behan dtlsar i-&@ daa hnmunoterqpl 
Dim-ya d b o d i  m~noklonal anti adhcsin M: hrberculosis untuEc 
diagnostik dini Qmantitas dalam udd)  
Dikembangkaanya bahan diagnostik dini penyakit tubembsis berbasis protein 
adftmin M.fb 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
BAB V 
W I L  DAN PEMBARASAN 
5.1 Kaltur tubsr~YlarIP ino1.t lokd 
Had kultru M tuber&& darl apeaimen pendsrita tuberculosis dezgan 
rnenggunakan media Mididle broks soperti terW pada Gambar 5.1 dan Gambar 5.2. 
Gambar 5.1. Morfoogi koloni M hrinwdmis pnda media MidLle Bmks 
Koloni M 'tubernJ0ipis setelah dihlwkm hid baMeri dan dilakukau pengectrtan 
meng&an BTA pOaitip dari sputum pendcrita dm dengan Zi Nelm seperti terlihat 
pa& Crarmbar 5.2. 
Ombar 5.2 Hssil peagecldan bPlrtai M. tubmuhis BTA @tip dari 
qmbm patdedta dengpn Ziebl N e h  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Hasil pemeriksaan koloni M tuberculosis dengan mePggunakan scanily mikroskop 
eiektmn (SEMI seperti Gernbar 53 
Gambar 5 3  Hasil pemge@m balderi ild tubmdm& BTA pwitip cLPi spunrm pamddta 
dengm Z i d  N b  dengan pemahmn SEM 
5.2 EleMroPomk Protsin Adlacpi PW&Z ll;nlirrcW& 
H a d  e l e k t r o f d  protein adkd piPi yang diisolagi dari bakteri M tuberculosis 
dengan menggunakan Sodium Doudecyl Sulfate po1yaaibide gel elektmforesis (SDS- 
Page) setelah dilakukan ultra bigb oeNr&@on pada kecepatan 120.000-150.000 rpm 
swam berthgkat pade mhu 4 -at cdsiua mmulljukkan berat mdekul pmtein adhesin 
pili M tttbercutosis (MTp) yeng ditctfpkan untuk produksi mtibodi monaklonal addah 
seperti Ombar 5.4. 
Gambar 5.4 Hasil e l c k t r o f d  protein adhcsin pili (MTp) memu~jukkan berat molekul 
mayor 38 kDn,ditetapkan untukproduksi dodi monoklonal. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Bedawkm b i l  dektrofds  SDS-Page d b d r a n  pita protein mayor dari pili 
yakni 38 kDa dm ditetapkan sew protein a d k h  pili untulc mtibodi mouoklonal. 
d ida~~~ki in  bahwa protein ini d U u h  peag@ian lebih Uut pttnentuan titer 
heemaglutiplin mtuk m-an rsspon i m w  yaag prdfne tinpsi hingga 
konsatrasi pengen- 11512 pde had  uji haem@& pada sub Masan b a t .  
5.3. ItPsil Uji Haew&kztinasi SmpeI M tubemu&osIr 
Hail uji haemagldkmsi terhahp anpel M. tubepculosts yang diisolasi dari 
spesimen mmmi~ikkan admvn titer hlaemnol~~fimn rvraitif d d n  Gnmk 5.5. 
a m b a r  5.5 H a d  lljf ikaemf$uW setnpal M: ltukwdb~ts yapg diisolasi dari spwimeli 
p e n d e d t a ~ o s i s  
Ketmmgan: kommtd titer ~~ positif pengmceran a 
I - I a e ~ ~  pasitif komenkwi 118; b k o d  'A; a konsentrasi 118; d. 
Komwtnrrri IMQ; n kom&ra& 1/64; f. Kmmemtzasi 1/32; g. Kommtmsi 
1/64, dan h konsentiasi 1/32. 
Berdmahu h a d  elekerofmis SDS -page sampel M tube&os& dari spesimen 
diperoleh betat molekul protein yabi protsin &dn pili (MTp). Dengan berat molelcul38 
kDa dan 17 kDa Kedua barat molskul mbot t  setelah dilakukan elektroelusi dm 
pengujim ~u~ rn~nunjulckan pcllgenmim dati betat rnolekul38 kDa dm 17 
kDa seperti Gnmbar 5.6. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 5.8 P h *  pita pmt& edhestn ban? m a 3 8  kDa setel& proses 
elektmdpsi p t d n  dm dialisa 
Protein imunogedk Bm 38 kDa tersebut ~elmjutnya akan dilakuksn mtuk proses 
imunigasi mencit selama tiga lkali boater guna mengharilkan sel b dari spleen mencit 
d a m  pmses bi pembuatm sel Uridoma wNk mengbasiEkan 8ntibodi monoklonal 
(Maw. 
5.6 EimU Weatem Blotting Pmtein adheah plll (WQ) M.hcbEmsdos& prrda b m t  
molekul38 kDa. 
HasiI respon protein imumgdk @ permariltsaan westenn blotting dari protein 
adhesin pili (MTp) MhiberculosSg betaf male& 38 kDa WWpada Chmbar 5.9. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 5.9 Hasil pemori- raspon protein immogenik p a  w p )  tuberculosis yang 
diimuai- prtda d t  BdWo dengaa teknik westem blotting 
menunjrtkkan respon protein dengao berat malekul38 kDa. 
B e n k a r W  basil wesetm blotting yang telah dilakukan bahwa protein MTp berat 
molekirl38 kDa dad 41: nrberculasis adnlah h i f a t  irnmo& Protein ini setel& diuji 
baik dot blot t e f d a p  respom sthetory IgA mupun spesitasnya engan western biotthg 
menunjukkan bahwa pita protein ini stebil s e w  &pat digu ahin sebagai dam mtuk 
produksi atibodi monoklanal anti adhesio pfi M tb BlM 38 kDa 
5.7. PerbaayaIm~~ K u h r  Meloma untnk Produht Aatibocli Mon~klond 
F'mk pmduksi mtibodi m0110klanal lsrtUIr antibodi anti adhesin pili 
dari M. tuberculosds yaag tdah dilskukan adalrrh bent rnolclrul 38 kDa Proses jmduksi 
antibodi monoklod hi d i d  deagm kultllp wl mieloma duri P3Ui g e p d  pa& Garnbar 
5.10. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 5.10 Kultur mieloma momlayer siap dilakulutn untuk h i  peda proses pembuatan 
hibridoma untuk produksi antibodi monoklonal. 
Tahapan prodhi antibodi molloklonal dilenjutkan dengm memhikan mtara sel 
mieloma dengan sel b yaeg blah diinduksi dengan antigen yJllmi protein adhesin MTp 38 
kDa. Sel makrohg dwi mencit balb c yang te1& dihduksi d- protein adhesin MTp 
berat rnoleku! 38 kDa seperti Gambar 5.1 1. 
Gambar 5.11 G a m W  sel b tiad mencit bdb c yang W h h  diiadulwi protein dhesi~tl Mtp 
tuMasiskrat-38- 
Unhlk mendapatlran hasil h i  ymg optimal dipcrl3ran wl keder dari kultur 
makroFng mencit Balbc normal. Garnbam sel f& dari makcofag rnencit balbc seperti 
Gambar 5.12. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ruse sulanjutnya pada tahapan pduksi sel h i b r i h  &am pembmtan a n t i i  
rnonoklod yakni r n d i k a n  Bntara sel mielom dan sel b yang telelah dits~nbahkan pula 
4el fder .  Hasil fusi pemhtul;an sel hibridoma yang &lab membawa antibodi anti 
adhesin pili MTp bemt molekul38 kDa faperti terlihgt pda Ciambar 5.13. 
Cambar 5.13 Hasil fiisi pmbeduh sel hibridoma yaag m e n g b s 3 h  antibodi anti 
adttain MTp 38 kDa dari st1 M b r i h  
I3aeil pe~llbenh.rlren hibridorw yang memhwa titer antibodi wlmjutnp d h k u h  
ELISA untuk menentukan titer a t t t i i  yang trmkur. Realtsi mtibodi dinydiau positif 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
dalam hasil ELISA jib menunjukkan w m  kuning, hal ini seperti terlihat pada Gambar 
5.14. 
Gambar 5.14 H&l penguhaan titer saw monddonal anti adhesin pili (MTp berat 
m o W  38 kDa) 
Hsoil peo&~lgn ti* antibodi maa9konal~ iai di1;asiutkan dengan pemaeduaau 
dot blotting u n t d  rnenurjukkan ~ t a s  antibodi rang d h d l c ~  getelah diuji dngan 
menggunal;8n antibodi m d o m d  iinti adkin pili bcntt molelrul 38 kDa dart 
meriggunah antibodi ssk& IgG m o w  seperti pada C3ambar 5,15. 
Gambar 5.15 Hasil pemeriksaan respon antibosi monoklonal anti adhesin pili beret 
molekul38 kDa 
8kmkdan  basil peaelitiaa meaqjuldian bahwa pita proteh M. turbrculosis yang 
diperoleh drvi panotongan pili yalmi pita mayor dealgan berat molekul38 LDa dim pita 
protein minor yakni 63 kDa dm 17 kDs Pita prdein tetsabut distas sehjutnya &isol;asi 
dan diuji hraemagl- Ti& h g l u t h h  e g g i  d&dikm dasar s e w  behan 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
untuk m u a t a n  mtiW momklonal, dm dtkebrhui bshwa protein adhesin pili M. 
tuberculosis yang clihasilkan yakni berat moIehl63 kDa, 38 kDa dan 17 kDa rnenrpakan 
protein imunogenik dan memptkan proteim adhesin ymg mampu meagaglutinasi esitmsit 
mencit, deqpn titer hacmagtutinin yam paling tinopi ad& bent mlclad38 kDa. 
Hasil pengujian pada tahap 1 yakni dengan m- prod&& antibodi dati sel 
hibridoma melalui eksplorapi kultur gal mJaloma dan fud dm@m sel b yang membawa 
mtigen MTp berat molekul38 lcDa m~llunjukkm b a d  d b o d i  M sel hibridoma, akan 
tetapi lebii jauh perlu diuji protein adhe& piIi berat malekul 17 kDa dan 63 kDa untuk 
mendapatkan antibodi monoklonalnya juga 
Wasil mtibodi yang dihasilkan anelalui seI hibridoma pad@ peb- 
monoklod bshava respa antiW MTp. berat molelad 3% kDa yang terukw 
dil* pemeriksaan respon mtibodi dengnu ttknik irouao- t&&p seltretori IgA. 
Hal ini d ~ h t  den* pemeriksaan respon anh'bodi beik deogan t d d k  ELISA dan juga 
teknik dot blotting, W yang t& Wah terdapa% respon dengan m a  keunyan dari 
hasil dot blotting dan wama kuning dwi had  ELISA. Hasil pengujian ELISA seami 
kuantitatif (Gambar 5.14) seped terlihat pada TabeI 1. 
Tabel 1. Hmil kuandWpem- mpon antibodi MTP 38 kDa dertgan ELISA 
Tahap prodki dbodi  se~aujlanyo add& kloning unftdr menenttbn ael 
hlbridoma yang memberikan mpon antibadi yang terulrur mangBMaken p e m @ ' h ~ l  bak 
dot btatt atau ELIB.4. Dasar pcmsrilarean ini adelah teak& s i b g  antara a n t i p  yalrtli 
epitop M. t u k d d s  b d b o d i  yang dihasilkaa. Hadl peme&mm titer antibodi yang 
dibadktm dari klon sel bibrid d&gm &@dot blott Beperti Gmbar 5.16. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 5.16 Hasil pemeriksaan, m p  antibodi m n o k l d  anti adhesin pili berat 
molekul38 kDa ygag dihasiUran oleh klon sel hibrid. 
Lebih lanjut titer antibodi yang &mkm paling tinggi akan digunakan parbanyakan 
klon sel hibrid unhrk produksi ascites pi& mencit. Ascitea ini sehjumya akan dipanen 
sebagai atibodj monoMwal hnsii jmgdamn titer antibodi monolonal yang dhsilkm 
melalui ascites dengan pamcmiksaau dot blot sepeati Oombar 5.17. 
s e e .  
Gambar 5.17 Hasil pwrezhaan mpon rntibodi m m k l o d  mti adhesin pili berat 
molekd 38 kDa yamg dihnsillam 01th klon sel hibnid. 
Demikian pub untuk memb&hu secam molekuler Wwa respan mfibodu 
monoklorral yang d i i i  selain didi mponnya seoara Witatif dengan teknik dot 
bloating, juga dilakukan peagujha imm- ~~ sel d a d  mencit, dimana 
mencit klah dipiapar dcqm bekted M d:bd&s, d a d  mewit dEembil dm dilakukan 
pengqjian pelabelan mdbodi tnomkld untuk mendctehi M. h&ercu?osfs pada ac bang 
terinfeksi M ~lrbwcrrlosis. Hasil pem* hutmitokida dangan xu-
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
-bar 5.19 DNA genome bakwi TutmmMs 
Ketemnga : DNA Tb padk 4 ka 
Untork me&* *get GDNA Tb diguaakan analis% RNA d e w  menggunakaa 
prima sebagai berikut: 
foFNard prima (Y-CCKTACCCACTCCCO-37 
reverse primers (5'-CTTGTI;G'ITCGCACCAtXY) 
346-bp hgmcnt (RY0679c). 
Siklus RT-PCR yang digunalcan sebanyak 35 siklus dengan himpan PCR yakni : 
denutwition 94OC, 5 min (25 siklus, 56OC, 30 s; nOC, 40 a; 9S°C, 40 s. extension 5 min, 
72'C. Wi1 amplifikasi diIahrkan proses umplitication products (SYBR-staincd 1% ( d v )  
agarose gels (Invitrogdqisglen), diperokh a m p l i W  target RNA Tb seperti Gambar 
5.20. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Proses selanj-ya &ah kultur sel E. Cpli DWalfa, hae'd kulw hi &&&an untuk 
pemhatm sel kompeten guna -8 trcmsformesi mtara cDNA treget dan sel E. Coli. 
Kultw sel E. Coli clan sel komptm mtuk proses W d  sepati pada -bar 21. 
Cambar 531 Kultur E.coli DhSa (a) dan (b) sbl kompkn yang &gumdm d a b  
prom- 
Hasil defosri,riEagi p W d  DNA sel E. Cali mtuk pntscs ligasi selmjutaya &at 
diliint pada Gambar 5.22. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 532 Isolasi plasmid E.coli 
DNA ligase m e n g p d w  sel k o m m  $el E. Cali DWalfa dalam proses 
pembwitan =DNA mtibodi Tb dihasilkan cDNA l i i  Tb psda 364 base @ CDNA. Esil 
ini terlihat seperti pada Clamh 5.23. 
I 
I 
~ ~ s f i  r C ~ b ' j  m t i i  diuji eecsra kumtitatif hp elis% 
Gambar 5.24. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Diagnosis awal infeksi M. tlrQerc~yJosis pada penderita sering kali didasarkan data 
klinis, tetapi untuk rnmegaldm diagnosa definitif d ipulub isobi dan idaatifkd 
M,tuberculosis di laborabrilun. Keterbatam k u l ~  id memerlthn waktu yang lama dm 
tidak pada semw pderita bisa didapatkan had yang positif, maka jeEasIsh diperlulran 
suatu same diagaostik untuk mend*i TB aldif bmtma di Negara berkembang 
OIJugrehaJ007). 
Dijelaskae lebih Wut bahw usaba mcngembmgb tes pliapastik berkdcaa 
reaksi antigen antibodi telah dlmulai sejak beherapst dekade I&, namm hasilnya belum 
m e n g g e m b i i  Salab sapu penyebab yaitu bakteri ini mengekqmikan berbagai meam 
antigen yaag beheda-beds pada berbagai stdurn penyakit yaug kbeda. Jadi 
serodiagnosis TI3 harus berfoku8 pada identifbd ~dltigen yaag diekspmih secara inviva 
saat penyakitnya mqjsdi &es dan pada sant yang sema antigen hi Bikenal oleh Bistem 
imun. Idealnya tes serdogi dwat mendiagclosis bet- tipe dgri prsien TB, miwlnya TB 
dengan BTA positif atau TB k p n  BTA mg& Untuk kepct1uan h i  tes diagnostik &pat 
mengsunakan antigen ymg apedfk maupun epit~p yang spesifik dad antigen yaag 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
bereaksi silang denpn M fubetdosis. Penmum d d  banyak arttigen yak& 
Mycobacterial telah diidedfbad wperti protein 16kDa 24 kDe, ESAT-6, namn 
sensitivitasnya kwang. Pmtkin 38 W)a mmpabn i m ~ o d o ~  lipoprotein antigen yeng 
mempakm komponen 5 dari antigen dengan ohrometogratl yang h y a  npmifIk 
untuk M. htbercu~mis -cumpleks. 
Ditakan Lawn et al(2002) bahwa 25-50 % pasien ygng tahfeksi h4Tl3, didalam 
infekshya bakteri myeabmerk berep- didalam davfhg  clan memberikan reson 'bun 
intracellular. Antigen -but m p u  m w n ~ t a s i k a u  limfosit sel CD4+ rang m a n  
untuk memberikan respon inunuli duu DTH (deIayed&pe brmwNivity dalam waktu 2-4 
minggu pada a d  tqadinya infeksi. Selanjutnya Elhterleukin (n-12) seoara langsung 
akan memhtahkau sel limfosit T Helper 1 ml) mtuk ~~ interferon (IFN).y, 
yang berpotensi untuk mengakti&an sel elfa ymg selrmjubya a h  melepaskan 
kemokines sepei interleukin 8 (IL-8), dm proir?jumnratoty cytoMne hampin semuanya 
mmerupakan tumor necrosis factbr m-a, yang masing-masing medtisilitasi akdvasi 
sel momddear. 
Heail penelitiaa ini menuajukkan bahwa baat molekul protein adhesin pili 38 kDa 
dm 17 kDa merupakan protein imunogeak Hasil mrmtara me&* bahwa bmt 
molekd 38 kDa memkikm mksi imm dad antibddi yuug dibillran. Pengembangan 
1ebi.h tanjut dari antibodi ini harus diukut -ya s e h  data kualitatatif yang telah 
dihasilb untuk m e n d q d m  bahan dstekPi tuberkwlosis yang b t  dan tepat. Sclain itu 
pula perlu pengetah- m e n g d  m e k m h e  patogmesis MTb karena bl ini meqjadi 
menjadi dssar pengembatgm strated d@m& d w  zlsaha m011gemtmghn entieen 
yang seemi digumkm di Indonesia. Teleh diketaliad bahwa aatibodi m01~)klond 
diperlukan sebagai saran diagn0sti.k yang akurat tdshsdap swh d g e n  atnu bahekDa 
I'eseptor. 
A n t i M  sangat Peating @bag& dbgwwis, iddf&d, sbWyp&, kamktdwi, 
epidemidogi dan p e ~ ~  vaksin ~ecanr ptoteod maupurn secara genctik, 
dikarenakan keterbatasan p o l i k l d  mtibodi qmti rwksi silang, bantitas yang te&atas, 
reaksi yang ti& spesifik daa kemamw me-. . i antigen pa& tingkat epitope 
menjsdikan monok ld  antibodi menjadi lebib mended untuk diguaakan (Chen et of., 
1992). 
Pada pene1itia.a ini telah d i h a a i i  antibod'm01lonal protein adhesin Tb 38 kDa 
baik yaag dikbmbangkan sewmi t e r n  antibodi monojklonal m a w  - rekombinaa 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
RNB meldui swtu feSmik rekayasa genetika yang dimodifikasi mtuk memudabkan 
pekejaaan secarm labomtorium cukup M a  dm memakan beaya cukup mahal. Dengan 
menggundm r e k o m b b  RNA dapat rmmrmah . . 'sasi p~ngg~lnaen ascites mencit, 
dikarenakan telcnik r e k o m k  gntibodi id mmgpdm target RNA lmgwag dari fLsi 
hasil klon hib~dotna yang telah diuji membawa tk antlbodi silxti adhesin TI3 38 kDa 
secara positif, memaggiwoakan ELISA dan dot blott. 
D a b  p e n d i h  ini d h d k m  . . mkom~nan cDNA dengan &and RNA IcDNA 
yang telah d i ~ f ~  yalmi 3M base pair, dan dapat diwakam secara berulang ulwg 
melalui teknik amplifilrasi PCR/RT-PCR dsn pmgbyaan Mtw Wl tmmfonaasi pada 
medium XYl.  Relcombinan antiBodi yang dilwikan malaui prom ini sfaqjulnya 
dr"1alcuh uji elisa untuk menemlam ap& titernya positif atau negatif. WesU ymg 
diketahui darj bebarapa 88mpel menggmah teknk hi rtdaIah positif 
Spesifikasi mribodi menunjukkm bahw a n t i W  dapat lnengenali epitop dibngim 
internal atau terminal s W  protein, teq@WWg pad@ 10- coatsh Eenda epitop h ~ y a  
dikenali ke&a C t d w s  sangat ekstrim (Javlik dan T e k ,  1998). Epitop pmgkode 
oligonukseotida yang disisipkan &dam pemuhm sepence atrru p & d e  snquenoe yang 
tmisip dalm vaktor pngebjmssi ymg helm membam perm& epitop, san@ penating 
un'd m e m p l e h  sejurnltth kodon yang digunakan pada met sel. Epitop depat berupa N- 
te rmid  atau GtmnM. D h  penelitian ini ba8.m ~ ~ y a  tanda pengenal epitop 
protein adhesin TB 38 kDa dapat did&&si m n g p m h  mebxb standax antlbodi spesifik- 
protein: western&EoitingI bmopredpitnsi, ELIS& immu~fluo- immrmoelektmn 
mikroskopISEM dan soanaer reso& pgda penmhm plasma. Spaifitas sntibodi 
manokloartl maupun h i 1  rekombii  pada medium XYT d@at ditaadai suatu jeds 
protein basil mkombbnfnya melalul &da yaag Pudah diSts3lati epitopnyn diantamya 
gdalah dengan pemerban E h  dan hasilnya menuajukknn mksiireqon positif m i  
anti adhesh in dari protein arDhesin ymg memilEki berat m01W 38 SrDa. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Produksi axatibodi diddam melalui teknik rekombinant dapat tetekspresi melalui 
pen mtibodi m k o m b h  hasid fusi sd h ih id  dengan sel feeder dari mice. E-i 
antibodi termbut dapat dike& melalui ko&i s m A  stau cDNA rekombiian t e r m  
H dan L c h  pada region C dan V dari antibodi suatu imunoglobulin (1gO)ysng 
selanjutnya dapat diklonina, melalui genom Weti yakni E. Coli DhSalfa, den* 
membuat sel kompeten. Secara teoritis teknik ini tea8 d i t a m g b  oleh Abbas (1994) 
sekgai teknologi rekombhan. 
Kelebihan dalm hagil penelitian ini adalah untuk permbuatan re;kombii antibudi 
monoklonal tidak dilakukm pada prrmbuatnn ascites pada mencit, skan tetapi diiakukan 
pada teknik rekombinan dari klon hibtid yang mcmbawa respon dan Peaksi positif autibodl, 
setelah itu dil* isolasi RNA target dea restribi rnembuat cDNA dl!&, 
reaksi ligase, pembuatan sel kompten dan t m d o m i  , W g  dan pengujian respon 
hasil t r a n s k m i  serts peabanyakan rekombii  pada medium XYT. Hwil perbanyakan 
rekombiuan dari medium XYT tel& di- dungan Elisa dan menunjukkillr w1 
positif. DhkomendasiE-m bahwa pelitian blsa ctlkljwth untuk mngrJi sanlpai seberapa 
banyak titer ygng bisa mernbedm sensiMtas Sena  ifita it as terhadap mtigen pada nilai 
yang pa l i i  h i 1  baik seam kualilatif dan kuand~tif 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
BAB VI 
I(ESIMPum,AN DAN SARAN 
1. D i p l e h  karakter protein 6 c s i  (kDa) bakttri M. rubercuIosis yskni 17 Mfa dan 
38 kDa dari piti M fuberculosis 
2. Diperoleh uji mpon imunogenitas protein arbsin pili dengan SDS-Page dan 
ELISA, Westera blotting dan dot blotthg -p Ig A sputum dan ig G penderita 
tuberhlosis. 
3. D w I e b  produk antibodi dari se1 hihidoma protein adhesi M hherculosis berat 
molekul38 kDe wtuk lcandidat bahan diagoodk Tb. 
4. Diperoleh rekombinmrn mtibodi monoflod protein adhesin M. Tuberkulosis 38 
kDa. 
5. Diperoleh respon antibodi babm disgnosdik tuberNosis prig cqmt dm 
akunzt berbasiis pada protein adhesin dengatl berat molelad38 kDa b& dengan 
pemeriksean ~ W Q W  maupun deagm Elifla 
Dilakukan pengernbaqpi labih @jut untwk tckmlogi m h b h  RNA antibodi 
dengaa memperkecil panggunaan aacitw h m  eoba 
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loma to resolve mycobacterial infections. In a& 
dltlon, TNF can u h t n  thm p r t h o g . m i 8  of efi 
fees such as fewer, weight loss and tlssw ne- 
crosis that are characteristic of tuberkulosir In 
tuberculosis patients, TNF also acts to enhance 
T cell susceptibility to apoptosis either sponta- 
newsly or by stimulation M. tubemrlosk in vi- 
tm. IL-10 inhibits cytokirn production by m* 
names and lymphocvtes, while TGF suppress T 
cell prolkfetation and inhibit effector fudons  
of macrophages (Raja, 2004). 
Early diagnosis of M.tubemlosis infec- 
tion is often based on clEnicaldata, but to estab- 
lish a definitive diagnosis requlred the Isolation 
and identification of M.tuberculods laboratory. 
There are limitations to this d h n e  requites a 
long tlme and not all patlens can get poslt i i  
results, we need a diagnostic tool to detect ac- 
tive TB, especially in developing countries (Nu- 
groho, 2007). 
Many of Mycobacterial antlgens have 
been identified e W  semlpurifled or purtfied 
and used as a commercial imunodomlnant Ldts- 
sueh as antigen pmtein 16kDa, 24 kDa, 38 kDa, 
ESAT-6, but less sensitivity. 38 bDa protein is  a 
lipoprotein anttgen imunodominan whkh is 
part 5 of the antigen with affinity chromatogdi 
specific only to M, tubentmlosismpleks (Semi, 
2007). 
Use of Mycobacterium tuberculosis an- 
tigen by dot blot method on several prevlous 
studles provide Information fw other diagnostic 
t.shnlquesC D.trc?loff uslna secretmy igA 
(mainly d m )  Is imulrclgloblulln on airway mu- 
e o ~  where IgA provides protection againsf 
harmful antfgerts, but IgA could also muse a 
systemic respotwe through the roie of cell sub 
face receptors on mamaphages and leukocytes. 
IgA mainly play a tole In mucod defense. 
Therefore, this study used pmtein a& 
hesin plli M. BMtuberculosis 38 kDa for the de- 
velopment of monodonal antibodies which can 
be developed fm diagmstlc material. 
RESURCWMETHOD 
This research is experimental labwsto- 
r/, indudlm the local isolation of Mycobacte- 
rium tubercul&s antigens with the following 
activities: 1. Method to get the bacteria M. tu- 
bercudosi; 2. Siainting Procedure Sputum 
smear Ztehl-Neelsen method; 3.lsolasi Pill M. 
tuberculosis; 4. By U3S Page electrophoresis 
method for the propagation of proteln; 4. He- 
magglutination teJt methods 5. Myeloma cell 
culture and W o n  with spleen dlls balb I c 
mice for production of hybtidomas and monoc- 
lonal antibodies; 6. Measurement of monodon- 
al antibody responses by imunokimia technique 
and SEM examination. 
M. Isolation tuberculds PIN (MTP). 
initially, M. tubcrcvlosis grown in 7H9- 
OADC-Tw at 37 " C wfth vlbration for 4&?2 
ham. At  the beglnnlng of the culture used for 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
inoculation of 100 7H11 agar plate, as the me- 
dia, modlfled by the ocpendlture of OADC and 
incubated for 2 weeks as described above. Bac- 
teria are harvested by using sterile glass 
spreader and diluted into 200 ml PBS. Dilution is 
divided into 25 ml aliquot, and plli are cut m e  
chanical[y from the bacterial surface by vigor- 
ous vortaing for 5 minutes in 50 ml conical 
tubes containing 1 cc of sterile 3 mm glass 
beads. After cutting, the suspension of baaeria 
was centrifuged at 3000 rpm for 1 hour, and the 
resulting supernatant was collected. Bacterial 
pellets were washed with PBS to obtain more 
pili, and the supernatant collected Restdual 
bacterial cells and debris cleared by two centrl- 
fugation at  3000 rpm, followed by mtrifu&w 
tion at 18,000 rpm for 10 minutes. Contamina- 
tion of fat has been discarded after mixing with 
the volwme ratio of chloroform / methanol (21) 
for one hour. Aftercentrlfugath at 18,000 rpm 
for 30 minutes to the partition 35 rnl enwffuge 
tube and liquid Interphase hactlon was col- 
lected carefully and extracted two more times, 
and soluble material (lipids) in an organlc sol- 
vent wmoved. Inally, the llquid fraction, inter- 
phase uitracentrifugedi at 120 MKI rpm for 3 h 
at 4 ' C in the 77-56 fixed angle rotor. The rewit 
MTP-pellets that have h m  resuspension in PBS 
and analyzed by 16% SDS - Page (49) or Trlcine- 
Page. The concentdon af pmteln determined 
by protein assay (Cristopw 2007'). 
Sodtun Dodecyl Sulfate Gel Palyacrylamld 
Elmtwphonrk (SBS-CAGE) and Ele*rcnluJm 
Monitoring is done using molecular 
weight SMPAGE method of Laemmli (1970). 
Proteln C for 5 minutes in a buffer solutlm con- 
Eainiq 5'sampk is heated 1OU mM Tris HCL pii 
6.8, 5% 2-mempto &anal, 2.5% w / vrodium 
dcdecyl sulfate, 10% v / v glvseml with tracer 
color bromophenol blue. Selected 12.5% mini 
slab gel with the tracking gel 4%. 125 mV vol- 
tage used. Ar the material is coomassie brilliant 
blue color and low range sigma standard mole- 
cular marker. 
Electmphoresis methods used to obtain 
protein band determined molecular weight 
Protein band was measured molecular weight 
[kDa) and then cut one by one, pieces of pmteln 
bands in the gel and h n  Inserted in a cefb 
phane bag that had been preheated with 0.5 M 
EDTA and sterile PBS. Samples of proteins in gel 
pleces that are ready to put in a ceidophane bag, 
entered by way of damp on one end of the cel- 
lophane and then damp the other end, and af- 
ter wedged Electrophoresis instrument that is 
Inserted in a horizontal mini proteian in running 
buffer solution, then after completion included 
In the solution containing the dialysate solution 
sterfle and didialisa aquades overnight at 4 de- 
grees celsdus, and tho next day the sample in 
the bag was replacpd and dialysis In sterile PBS 
solvent and hxuhaion was repeated in 4 d e  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
gree temperatures durlng the night. Further 
semptes shell k rp04lmed and do by wlng .E.. 
tone predpltation ovemi&?, and samples were 
collected were centrifuged at 10,W rpm, the 
supernatant removed and added to Tris HCL 
plet as protein solvent, and concentration of 
protein samples prepared was measured by 
spectrophotometry. 
HemagglutinaNon test as prescribed by 
Hanne and Flnkelstein (1982). Dilution of the 
sample made at microplant V H concerthation 
of each well M ul volume. Each well Is added 
the red blood of mice at concenWations of 0.5% 
voleme. Then, it war shaked wing a rotator 
plate for 1 minute. Subsequently, it placed at 
room temperature for 1 hour. The amount of 
titer was determined by observation of red 
blood agglutinasi at the lowest dilution. The 
samples tested were Intact bacteria, pill pro- 
teins and erythrocyte cell. Type of red blood 
used is the blood of mice. 
WesrembloWtg er~mlrution method was 
against rpacifk adhedon -ins M. tb. 
WesternUotting was using the methd 
of Towbin (1979). Protein bands on the electro- 
phoresis gel transferred on paper using a seml- 
dry njtroseliulosa bloter (biorad) after the pro- 
tein samples was carried nut SDS-Page. The 
electric current of 300 mA used within 30 mi- 
nutes, then, the stained by dye poncho TCA 
uontPinln# 2% to 3% to determine whether the 
protein sample has h e n  mwed to the paper 
nitrocellulose and marked to determine the 
mofecular weisht. NitroeelluEose paper cut ac- 
cording to the nrlumn sinks. To remove poncho 
color, It rinsed wlth dH2O. Next on, it Mocked 
with TBE containing albumln 3% in TBE pH 7.4 
plus 196 BSA, shaked for 2 hours and washing 
again as much as 2 times within 5 rrin using TBE 
pH 7.4, containing 0.05% Tween 20. Further, it 
coupled secondary IgG antlbody concentatiun 
t / 1000 in TBE 7.4 and BSA I%, and pro- 
tected against h e  influence of llght. Shaked for 
2 hours, then washing 2 times for 5 minutes 
using WE pH 7.4 0.05% Tween 20. HZ0 dis- 
solved in 10 ml. As a color malterial, it used Clp 
tablets. This solution was poured on the paper 
nkrosdlulose and observed the occurrence of 
red color. Of the reaction was occurred, it is 
washed with Hz0 and then dried with filter pa- 
per. 
Method of 1soPatIm and Pmduction ef M- 
Ion& A n g h d b  
Step in the isolation of monoclonal an- 
tibodies whkh Will be prepared in thk study, 
include the following aot4vttfes: Immunizatbn of 
mice, preparation of lymphocytes, macrophag- 
es preparation, preparation of myeloma celCs, 
fusion, Eiira, clonlng, and antibody production. 
Each actlvlty will be described as such below. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
immunlzatlon d nlce 
lmnaunlratbn of mice mftn to the me- 
thod of Kosravlsnj. Receptor protein that has 
been purified by Electrophofesls as much as 0.2 
ml (50 ug) emulsified with 0.2 ml of Freund's 
complete adjuvant, then Injected 1n mice Balb/c 
aged range 8-10 weeks of female in a intra- 
peritoneal manner. 2rd Immunization was per- 
formed 14 days later with the same volume and 
manner the results of pmtein emulsifiad with 
Freumd's incom-iete adjuvant. Three days be- 
fore fusion it done Injection wirhout afwant in 
an intravenws manner, for 3 consecutive days. 
Prior to fusion m4ce were taken to we the pro- 
duction of serum antibodiis using EMsa. Me@- 
tive control mice used b l b  / c which not lm- 
munized with same both age and sex. 
Prepantion d iymphocytcr 
Mice that had been immunized were 
taken to measure serum antlbody prodkction. 
Positive mice produce antibodies that contain 
anti-protein adhesion or anti-recepmr promins 
as shown by the existence of barriers to the 
process of sell adhesion in macmphages, re- 
duced the population by taking blood eritrorit- 
nya thmugh orbital pkws approximately 30 
minutes before eutmation. Mice  disinfected 
using 70% alcohol before placed in a sterile cab- 
inet. Lien taken cleaned from surrounding tic 
sues, if it looks clean, it rhrne spny a few times 
in the spleen tissue usfng a solution of RPMI 
medim until spleen tissues amear transp, 
rent. The llquld npny  mltr am expatxed to 
contaln many lymphocytes. The liquid is then 
performed by centrifugation at lQMl rpm for 10 
minutes at mom temperature. Supernatant dis- 
carded RWI media &us to taste, to be c m -  
+d set of lymphocpes in the room counters. 
Preparation of macrophages 
Mice Balb / c which not immunized, was intra- 
peritoneally with RPMI medium as much as 5 
ml. Stomach of mice was shaked gently to ob- 
tain macrophages in peretonium. The nuid in 
the peritoneal cavity is taken which is then per- 
formed by centrifugation at  1000 rpn for 10 
minutes at room temperature, then performed 
macrophage cell count in the counter room. 
Myeloma cell 
Prior to fusion, the myeloma cells were 
prepared by growing cells using growth media 
(RPMI + 10% FBS). Penicillin, streptmcin and 
fungison added to the media to avoid bactertal 
and fuwal contamlmation. For myeloma cells 
prepared for cell furion is growilng at  iogayith- 
mic phase. Tws myeloma obfained centrifuged 
at 1000 rpm for 10 mlnutes at room tempera- 
ture. Deposition results centrifugation grower 
media added to taste which ther: was counted 
in computing rooms. 
Lymphocyte cells and myeloma cells are 
mixed wirh a ratio 1: 2. The result of the mixture 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
high titers obiained by making a ascites in mice 
0alb/c. Mice were injected 'nntaperitoneaily 0.5 
ml pristan. Giring prlstan repcaw oh day 6 
after the first injection. Hybridoma cell is in- 
jected on the day of the 6th day afier second 
administration pristan with a dose of 5 x 107 
ceils. Further purification of antiWe5 was per- 
formed. 
Antibodv Chivaaerintlon. 
The determimtion of the dl h y $ c i d ~  spaci- 
fi* and sensit'vity af Tb PatiDlrts by dot blot- 
gng 
Nitrocellulose membrane (NC) cut 7.5 x 
11 cm and first soaked in stetile HZ0 for U1 mi- 
nutes. Then it mounted on the dothlot tool. 
Through hole device, the membrane that has 
been maistened with TBS, drops by 50 mL anti- 
gen (in tris buffered saline pH 7.4), incubated 
overnight at 4 'C lvntif completely absorbed an- 
tigen into NC membrane. Then performed 
blocking with blocking buffer TBS (containing M 
mM Tris base, 0.2 M NaCl, 0.5% skim milk pH 
7.4). incubated overnight at CC, blocking solo- 
tion was discarded. Tho nem4 stage in the mem- 
brane drops sputum was tested by SO mL, incu- 
bated for two hours at room temperature and 
placed on a shaker. Solution was discarded, and 
then washed three times with T050.05% 
Tween-20. In-add anti-mouse secondary Ab 
with l:25W dilution in tris saline solution, Incu- 
bated at  room temperature for one hour, on a 
shaker. Washed again three times with T6S- 
0.05% Tween-20, then incubated at room tem- 
perature for 30 minutes. The reaction was 
stoppad by addlng H20. 
~mmunogtDbulln lsdotkn 
Immunoglobulin (am.body) was idated 
fmm the sputum of patients suspected of being 
infected M.tuberculosls. Sputum of patients 
added to PBS eontalning 4 mM PMSF and 0.32% 
NaN3 with a ratio of 1:1, vortex until homoge- 
neous and then centrifused 3000 rpm, 15 min, 
4C. Peilets that were removed form. Superna- 
tant was done pre-sipitasi wish cdd ahsolute 
ethanol, 4C overnight, then centrifuged 12 000 
rpm, 15 min, 40C. Formed supernatant dis- 
carded. Pellets stored in Buffer 0.5 M Tris-tl, pH 
6.8;-40(3. 
iabdhg m d o d  antlbodk with 
rc~carday antf- a d b &  conjugate b b  
tin d m  MM 
Labeling of antibodies from hybridoma 
celk generaed do antigen detection test far M. 
tuber#~Io~Es lmmunocytochemistry on head 
squash (smear of cells / tissue). Head squash 
preparations (smears of ceils / tissue) were 
fixed with cold methami, 3-5 minutes, then 
poured pemxidase blocking solution (H202) 10 
mioutes. Given predtluted blockhng serum (pro- 
tein blocker) 15 minutes, then dried, and incu- 
baed with primary antibody (monoclonal anti- 
body positive hrbridorna cells) overnight at 40C. 
Further washing with PaS (phosphate buffered 
saline) 3x fresh each 2 minutes then dry with 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
paper towels immediately pow into the &ass bacteria (bacilli), red with a blue background. 
objects on paper towels. Incubated aaain with Preview colony M. tubrr~I01iz such as Fiuw 1. 
Biotinytated u n i v e ~ l  secondary antibody (-- 
mouse secondary antibody] 20 mthutes at room 
temperature, then wash with fresh PBS 3x each 
2 minutes then drain, dmps by Trekavidin-HRP 
10 min. Wash with fwsh PBS 3x each 2 minutes 
then drain for 3 minutes. Prepare betazoid DAB 
chromogen solution by mixing 1 rnL of DAB 
chromogen with 100 mL substrate butfw and 
then dropped into the preparations ifor 5 mi- 
nutes washlng under tap water, rben dry for 3 
minutes. Used as dmps of Mayer counterstain 
hematoxilen 1 minute as the blue cnre. Wash- 
ing under tap water, then dehydrated with 
100% ethanol once, clearing the Xylen or XyloY 
once. Used as drops of entelan as mounting 
media, cover with cover slip, check under the 
Sf M. 
Data AnalysLF 
Data analysis was performed with a de- 
scription of quantitative and qualitative data. 
RESULTS 
M, I&ntHkatbn tubercubis 
Fim~ i of 
smear-posltii staining is indicated 
by a Mack dash 
Identification of bacteria M. tu&ercvIlo- 
sis as acid-resistant bacteria performed with Bacterial culture was further propagat- 
acid-resistant staining Ziihi - tdeelsen in sputum ed to produce pill and adhesion proteins M. 
after homogenization and decontamination tubemuhis by electrophoresis SDS-page. 
processes. Staining results seen rod-shaped 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
N~~ L w l s ~ .  
Pt&b pmtetn d mtlgen M. fu'birule 
sis erner@q was ~ i w l ~ b d  mdecular ~ e b h t  
by fegreqEbn, eVculatiqn of m i a t i o n  corn- 
pared with the markers. ,Plotelin hn(1 was de- 
OerrninedreproduEecl by ~l-dcm fw ob- 
tainiM pcateh adheskm @.ti%? mahcture  of 
mon6cj@ql antlbody M. WbixcuI~Is. 
~ e s t  gcwlh~haem&tlntn 
Aim hemagg?&dnaeian test k whether 
piEi &h raceprom on ~ d ,  bloDdcells faurd'cm. 
the s ~ : & ~ ~ b l d ' c e l k  can bind. Thrj te# 
also can :idenrMy .aptMI levels of pill that a n ,  
react wrth the errtfbdy m the surfam of red 
blood cells thatcan dutlnata red blood cek. 
A t  this time hr!a&utlnin test mdy wed 
bl@od cel:lh of mice and adhesion proteins M. 
tube~~utarris mmely..38 kDa, 
" .. 
oo~~(:)c](>c7['j (l:'.:l(?. 
with Eayrla,rwyW Mice 
B a d  haemeghutlnin test gEws resclts 
that pWI adhemin protdn af M m6ercuIbtIs 38 
m a  to agglurtlnate Mood cells (erythmWes) 
mice tg concmtmtion Bllutlm Q512 as Figure 
3- 
~ m i n a h n  waxern blrrtting per- 
farmed to test whether pill adhrtsin pmtein 38 
kaa M.tb senMve and speciflc to antigen6 of 
M. tulnrwlads cotonred in sputum of pa- 
tlemr. This exaphaatim iscartled. out on M.fb 
pill adherin pmtein 38 kDa wi@h aWbndy ant& 
adhuslon plli 98 irPad Prodwced by serum of; 
Figure 4 Response pill adhesln protein of M. 
tuhemrlosis 3E k5a with anti-mouse 
semndgry aMIbody usingSechniqueof 
wes&rnhlottin# 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Production of monodonal antibodies 
produced through a process of fusion between 
myeloma and lymphocytes b cells from spleen 
cells of mice that have been immunized with pill 
adhesion proteins M.rb. 18 kDa to form hvbri- 
doma cells. Hybndoma cells will be measured 
antibody titers produced by dot Mot tachnique 
to deterrniw the hybrid cell clones that have a 
high antibody titer. Furthermore, hybrid cell 
clones will be mukiplied to produce ascltes in 
mice. Ascites will be taken and tested its re- 
sponse as a monodonal antibody produced. 
Preview myeloma cell cubre and cell fusion to 
generate Eiybridoma cells fon production of mo- 
noclonal antibodtes a6 Figures 5. 
- -.-----a- 1 
Figure 5. The process of monoclonal antibody 
prodbction through the fusion of myeloma cells 
and lymphocytes b cells from spleen balb/ c 
~ u r e m n t  of antfbdy rasponse produced 
b y ~ d o n o  calls by dot Mot tech* 
Dot blot test results carded out to test 
whether antibodies Pill M. suberculosis gener- 
ated is sensitive and specific to antigens of M. 
tube~~~lusis who reacted. The result of the s p  
eMcity of antibodies to M, &I. 38 kDa ;from the 
hybrid cells with antigens of M. Pubcrcul~~is like 
F i r e  6 
Figure 6. SpeciWdty of anti-adhesion antibody 
examination piii M.tb. 38 kDa with M. tubercu- 
losis through blm dot technique. 
Based on the examination with a dot 
blott showed that the antibodks produced by 
hybrid c&iJs via clonkng hybridoma clones of 
each of 14 clones gave a positive cross-reaction 
with compared to controls. 
SEM errmlntlon on tbe labellng of monoc- 
lonal antlbody antl-adhtrln pili M.tb 38 kDa 
4 t h  tmuwltoklmh tachnlqw. 
The result of the monoclonal antibody 
through the productkm of antibodies anti- 
adhesin pili M. tuberculosis 38 kkD of the fusion 
of myeloma 41s and spleen cells c~ntaifiing 
protein adhesin M. tuberculosis !ike Figure 7. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(8) 
Fi~ure 7. Control cell culture (A), the result of 
SEM examination labeling monoclonal anti- 
anti-adhesin pill M. tuberculosis 38 kDa with 
anti-mouse secondary antlbody on cells of mice 
erVthroc~tes (El. 
These results ako indlcate that the mo- 
noclonal antibody anti-adhesin pifl M. tb. 38 
kDa labeled with aanti~aouse secondary a n t i b  
dv biotin aonjugat in emhrocytc of mice in- 
duced by M, tubereuksis show cross-reaction 
between the antibodies produced and the soc- 
ondary antibody. The response is a thtdkening 
of colors as seen in the cells labeled with mo- 
noclonal entlbody 
DLXUSSION 
Early dragnosis of infection of M. tuber- 
cu(osEs patients are offen based on clinical data, 
but to establish a definitive diagnosis required 
the isolation and ldenfification of M. tuberculo- 
sis in the laboratory. One of the diagnosis has 
been developed using a monoctonal antihody 
that is using the material p l i  or ffmbriae adhe- 
sin proteln of M. tubercuIasis. 
Furthe? ekpiained that the effort to de- 
velop 4iagnostie tests M. ~ube~culosfs by anti- 
gen antlbody readon was started several dec- 
ades ago, but the results are not encouraging, 
thls is caused by these bacteria express a varte- 
ty of different antigem at various stages of dif- 
ferent diseases. So semdiagnosis of TB should 
foous on ldentifylng antigens expressed in vim 
when the &seam becomes manifest and at the 
same antigen Is m i z e d  by the immune sys- 
tem. 
An Ideal serological test to diagnose 
various types of TB patients, for example with 
smear positive TB or TB with negative AFB. For 
thk ptrrpose a diagnostic test to use specific 
antigens and specific eptapos of the antigen 
that ems react with IW. tuberculosis. 
The increase in TB eases and deaths by 
an imp!& nudy in the development of dlagnos 
tics (Lodden-kemper.et. Ai,, 2002). For this pur- 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
pose it is necessary to develop diagnostic mate- 
rials based on speciflc local ingredlents with 
derah transmission of TS. One of these h there 
any diagnostic material development of the a& 
heain molecule. Adhesion molecule is a compo- 
nent of bacteria that facilitate bacterial adhe- 
sion between e l l s  and target cells in the host, 
referred to also as a factor of bacterial coloniza- 
tion that stanted a process of infection, the ad- 
hesion is located on the bacterial fimbriae or 
Pili. 
The discovery of diagnostic materials 
from many of them nameiy Mycobacterial anti- 
gens have been identifled as protein lSkDa, 24 
k h ,  ESAT-6, but less sensitivity. In addtion, 38 
kDa protein is an antiigene imunodominan ii- 
poprotein which is p u t  5 of the antigen with 
affinity chromatogran speclfic only to M. tuber- 
culosis-complex. 
It is said Lawn et al (2002) that 25-50% 
of patients Infected with MTB, raised and where 
bacterial infection lem mycobacteria replicate 
inside macrophages wd intracellwlar immune 
response. Lymphacytes apabk of antigen pre- 
senting cells that play a role for CD4 + immune 
response and DTH (delayed type hypenensitivi- 
ty within 2-4 weeks at tho beginning of lnfec- 
tion. Next llnterieukln (11-12) will directly in- 
struct T helper lymphoeyt~ cell I (Thlj to se- 
crete interferon (IFN)-y, which has the potential 
to actlvate macrophage cells, whtch in turn will 
release kemokines such as interleukin 8 (IL-a), 
and almost all of which are proinflammatory 
cytokine tumor necrosls factor (TNF)-a, each of 
which facillitates the activation mononuclear 
cells. 
The results showed that the protein ad- 
hesln plli isolated from M. tuberculods 38 kDa 
protein is an immunogenic protein and haemag- 
Itbtinfn. Protein with 38 kDa has made its mo- 
noclonal antibody and the results give a cross 
reaation between antibodies produced by anti- 
gen M. tubercuIosis are familiar. Similarly, the 
test results on blood cells (erythrocytes) of mice 
that have been induced by M. tb, showed cross- 
reaction between the monoclonal artibody 
produced by the antigen epitopes M, tuberculo- 
sis that infects the bloed cells of mice with SEM 
examination. 
Qualitatively, the results of this naonoc- 
lonai antibody response has also been demon- 
strated through an exarninatlon of the results of 
dot blott hybrld cell clones propagated through 
the asdtes of mke that cany brcterial epitopes 
M. tb. liurther development o i  these antibodies 
should be tested with various san~ples of tuber- 
culosis from various different aFeas where there 
are M.tb M that could he developed as raw ma- 
terials locally-based diagnostics for tuberculosis 
are generally based on shared epitope it recog- 
nizes. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CONCLUSION 
Concluded that the plli adhesin proteln 
of M.tb 38 kDa could be developed for the pm- 
duce monoclonal antibodies anti-38 kPa mole- 
cular weight adhesin of bacterial pili and speci- 
ficity has been tested through examination im- 
unokimia 
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Development of monoclonal anttbodler Anti Adhesln MycocKtadum tubdosJs  
ldated from Sputum of TulPgluolarb (Tb) Wants 
Uun ~anuhat', Dwl Yunf  Nur ~idantf  
-~aYlomultlum pekmlogi Kclawn Fak PPrU;mm Dan llmu Reloutan U8 
Fakultas KeWtetan UMvmTtrs B W a y s  
Tuberculosis is  a major infectious disease in the world until r m t l y ,  but efforts 
to develop diagnostic tests based on antisen-antibody on antigewantibody reac- 
t i n  to the present results are not encouraging, The purpose of this study was to 
develop arrtlbodies adhesln Pill Isolated from sputum of tuberculosis patients to 
monoclonal antibodies through hybridoma fusion. In thk study, Mycobacterium 
tuberculosis Pili as an antigen for monoclonal antibody productbn and igG anti- 
body a5 secondaFy antibody for the diagnosis of Tb. Research method is PiUi iso- 
lated with ultrahigh centrifugation at  120,WO rpm in a stratified at 4C and cuts 
with pili cuter (omnimixer). Molecular weight determined by electrophoresis, 
SDS Page (Sodium Dodecyl SuEfate polyacrylamide gel electmphresis), Electroe- 
iution and produte monoclonal antibodies by fusion betwen lymphocyte b cell 
and hybridoma cells that have been induced by adhesion protein pill of M. tu- 
berculosis. The study show that pWi adhesion proteins of Mycobacterium tuber- 
culosis as a hemagglutinin molecule by 38 kDa is used far production of monoc- 
lonal antibodies. Results of antibody testing produced from hybridoma cdls 
showed that the monoclonal antibodies from hybrid cell 38 kDa cross-reacted 
with the test sample of 96 sputum samples of TB patients using dot blot, U lSA  
and western btott. The condlusion is monoclonal antibody produced by hybri- 
doma celk capable d producing monodonal antibody reactivity to the response 
generated by antigen M. tuberculosis in Tb samples. 
Keywords: antibody monoclonal. adhesin, pfli, M. tuberculosis 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
IWUODU&N 
Tuberculosis (10) Is a major pltbllc 
health problem. The number of tuberculosh 
patients in Indonesia is the 3rd largest in the 
world after India and C i a  with the number of 
patients approximately 10% of the total number 
of TB patients worldwide. tt is estimated ahat in 
2004, every year there are 539,OOO new cases 
and 101.000 deaths of peoMe. The incidence of 
smear postitve TB cases amnd L10 per 100,EiU 
population (Adiima, 2006). The number of TB 
cases were found Increased slgnifioantly in 
,recent years. In the pmvince of DKI Jakarta in 
2003 the TB cure rate Is s t iN  below the national 
tame (<85%) (Firdaus, 20073. 
Tuberculosis is caused by the bacterial 
pathogen Myr~b~uterfum t u b c m r I ~  rnWa 
(TBC) consisting of MA tuberculosis, M. 
africunum, and IW. bovis. Including M. miaotl 
and M. canettli are rarely found! Differentiation 
of Mycobocterium tubercrlEosis rnmpler is vwy 
important to do because it deals with the 
success of patient thetapy and for 
epidemloiogical purposes, especially in amas 
where tuberculosis has become an epidemic 
and is a major health probtcrn for humans (Paul, 
2003). 
Germs that cause tuberculosis are rod- 
shaped slender straight or slightb bant with 
both ends rounded. Colony dry with caulifh3w- 
ershaped surface and yeYow grow slowly even 
in opNmal conditlms. It is known that the o p  
timai pM for growth is 6.8 to 8.0. To mlintain 
virulence growing conditions must bo main- 
tained at a pH of 6.8, while stimutatiqg the 
growth needed for carbon dioxide content of 
5% - 10%. Generally the new colony appeared 
aftan culture was 1.4 - 28 days but usually have 
to wait until the age of 8 weeks (Sandjaya, 
1992) 
M. firbarrule)sis is inhakd into the lungs 
and be ingested by alvadlar macrophages. 
Mmacrophages then perform three important 
~ ~ l o n s ,  namely: 2) produce proteolytic en- 
zymes and other rnetabdlites that have the cf- 
fmt micobxterisidal; 23 produce soluble media- 
ton (cytokines) in response to M. &-!& 
in the form of 11-1, 11-6, TNF (tumor necrosis 
factor alpha), TGF (Tranrformlng Growth Factor 
betel qnd 3) p t w m  and present r n w e r i a l  
antigens to T lymphmytes Cytdtlnes prod~rced 
by macmphages haw the potential to sqpprers 
the e f f e  lmunoregulator and cause cMnical 
manifmations of tuberculosis. II-1 is an endo- 
ZRWS wrwens cause fever as a characteristic 
of tuberrulosis. 11-6 would increae the prcduc- 
tion of Immunoglobulin by B wlis are activated, 
causing hlperglbbulinernia whidh are often 
found in patlents wkh tuberculosis. TGF to 
function together wlth IFN to increase the p w  
duction of nitric oxide metabolites and kill bac- 
teria and is required for the formation of Eranu- 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
